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2Mécanisme de régulation de l’épissage alternatif par TDP-43
Par
Andrée-Anne Lamarche 
Programme de Microbiologie & Infectiologie
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en Microbiologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
TDP-43 est une protéine nucléaire de type hnRNP impliquée dans la pathogénèse de 
plusieurs maladies neurodégénératives telles la sclérose latérale amyotrophique et la 
dégénérescence lobaire fronto-temporale. Cette protéine hautement conservée est impliquée 
dans une gamme de processus cellulaires allant de la transcription à la traduction. Dans les 
cellules neuronales de patients atteints de maladies neurodégénératives, TDP-43 est 
délocalisée sous forme d ’agrégats cytoplasmiques, suggérant une perte de fonctions 
nucléaires. Une meilleure compréhension des fonctions nucléaires de TDP-43 pourrait 
permettre de mieux adresser cette possibilité. L’activité nucléaire de TDP-43 la mieux 
caractérisée est son rôle dans la régulation de T épissage alternatif comme répresseur de 
sites d’épissage 3’. La régulation de sites d’épissage 5’ demeure moins bien comprise, bien 
que TDP-43 puisse agir comme enhancer ou répresseur pour ce site. Dans cette étude, nous 
avons montré l’impact de la présence de sites de haute affinité à TDP-43 sur l ’épissage in 
vivo. Afin de mieux comprendre les bases moléculaires de cette modulation, nous avons 
utilisé une approche in vitro à l’aide de transcrits possédant des sites d’épissage 5’ et des 
sites de haute affinité pour TDP-43. Nous avons ainsi pu démontrer que la présence d ’un 
site de liaison pour TDP-43 près d’un site d’épissage 5’ peut stimuler la liaison du snRNP 
U1 à ce site. Nos résultats suggèrent cependant que la présence de plusieurs sites de liaison 
pour TDP-43 peut possiblement par des interactions entre ces protéines, provoquer un 
changement structural modulant la sélection des sites sans changer la liaison de U l. Nous 
avons utilisé là capacité stimulatrice de TDP-43 pour améliorer l’inclusion de l’exon 7 du 
gène SMN2. Ainsi, un oligo bifonctionnel capable de recruter TDP-43 positionné dans
3l’intron à proximité du site d ’épissage 5’ stimule son utilisation. Notre étude a donc permis 
de développer des outils qui pourront éventuellement servir à mieux comprendre l’impact 
de mutations de TDP-43 associées à diverses maladies et possiblement utiliser TDP-43 
comme nouvel outil de reprogrammation de l’épissage.
Mots-clés : TDP-43, régulation épissage alternatif, reprogrammation de l’épissage, site 
d’épissage 5’
4TABLE DES M ATIÈRES
1 INTRODUCTION................................................................................................................. 11
1.1 M é c a n ism e  de  l ’é p is s a g e ................................................................................................................11
1 .2 É p is sa g e  a l t e r n a t i f ...........................   16
1.3 R é g u l a t io n  d e  l ’é p is s a g e ............. ................................................................................................ 18
1.3.1 Protéines SR..................................................................................................................... 18
1.3.2 Protéines hnR N P ............................................................................................................................... 21
1.3.3 Régulation artificielle de l'épissage alternatif.......................................................... 25
1.4 T D P -4 3 ........................................................................................................................................................ 30
1.4.1 Gène et protéine...............................................................................................................30
1.4.2 Régulation de l'épissage alternatif par T D P -43 ................................................................ 32
1.4.3 TDP-43 et les maladies neurodégénératives ....................................................................36
2 MATÉRIELS & MÉTHODES..........................................................................................39
2.1 Co n st r u c t io n s  p l a s m id iq u e s ...................................................................................................... 39
2 .2  S é q u e n c e s  d es  o l ig o n u c l é o t id e s .............................................................................................40
2.3 G els d e  p r o t é in e s ...............................................................................................................................42
2 .4  Im m u n o b u v a r d a g e  d e  t y p e  W e s t e r n ..................................................................................... 42
2.5  T r a n s c r ip t io n  i n  v i t r o .................................................................................................. •................. 43
2.6  E x tr a c t io n  d ’A R N  t o t a l .............................................................................................................4 4
2.7  É pissa g e  in  v it r o ...............................     ... .4 4
2.8  P rotection  p a r  le sn R N P  U 1 .......................................................................................................45
2 .9  T r a n sfec tio n  t r a n sit o ir e  d e  p l a sm id e s  d a n s  d e s  c e l l u l e s ................................... 46
2 .10  T r a n sfec tio n  d e s  o lig o s  T O S E ..................................................................................................46
2.11 D étectio n  d es  p r o d u its  d ’é p issa g e  p a r  R T -P C R ............................................................4 7
2 .12  C o n str u c t io n  d ’u n e  lig n ée  st a b l e  in d u c t ib l e  po u r  la d é p l é t io n  d e  T D P -43  
4 7
3 RÉSULTATS........................................................................     49
3.1 L ’in s e r t io n  d e  s i t e s  d e  h a u t e  a f f i n i t é  p o u r  T D P -4 3  m o d if ie  l e  p r o f i l
d ’épissa g e  i n  v i v o ...........................................................•..................................................................................49
53.2  L ’in s e r t io n  d e  s i t e s  d e  h a u t e  a f f i n i t é  p o u r  T D P -4 3  m o d if ie  l e  p r o f i l  
d ’é p is s a g e  i n  v i t r o ...........................................................................................................................................54
3.3 T D P -43 a u g m e n te  l ’o c c u p a t io n  d u  f a c t e u r  s n R N P U I  a u  s i t e  d ’é p is s a g e  5 ’ 
EN AMONT.............................................................................................................. ,................................................ 63
3.4  L ’u til isa t io n  d ’u n  olig o  b ifo n c t io n n e l  r e c r u t a n t  T D P -43 pe r m e t  l a  
r epr o g r a m m a t io n  d u  g è n e  S M N 2 ........................................................................................................68
4 DISCUSSION......................................................................................................................... 71
4.1 L ’u til isa t io n  d ’u n  o ligo  b ifo n c t io n n e l  p er m e t  d e  r epr o g r a m m er  
l ’épissa g e  a l t e r n a t if  d e  SMN2..........................................................................................77
5 CONCLUSION...................................................................................................................... 78
6 REMERCIEMENTS........................   :.........79
7 LISTE DE RÉFÉRENCES................................................................................................. 80
6LISTE DES SCHÉMAS
Schéma 1.............................................................................................................................. 12
Schéma 2 .............................................................................................................................. 14
Schéma 3 .............................................................................................................................. 15
Schéma 4 .............................................................................................................................. 17
Schéma 5 .............................................................................................................................. 19
Schéma 6 ..............................................................................................................................20
Schéma 7 ..............................................................................................................................22
Schéma 8 .........................................:...................................................   24
Schéma 9 ..............................................................................................................................26
Schéma 10............................................................................................................................28
Schéma 11....................................................................    30
Schéma 12...............................................................   34
Schéma 13............................................................................................................................36
Schéma 14 37
7LISTE DES FIGURES
Figure 1................................................................................................................................ 50
Figure 2 ................................................................................................................................ 51
Figure 3 ................................................................................................................................ 52
Figure 4 ................................................................................................................................ 54
Figure 5 .........................................................   55
Figure 6 ...............................................  56
Figure 7 ................................................................................................................................ 58
Figure 8 ........................................................................................................   59
Figure 9 ................................   60
Figure 10.............................................................................................................................. 62
Figure 11.........................................................  64
Figure 12................................................................................................ 65
Figure 13.............................................................................................................................. 66
Figure 14.............................................................................................................................. 70
Figure 15...........................................................................   71
Figure 16...........................  74
Figure 17.............................................................................................................................. 76
8LISTE DES TABLEAUX
Tableau 1.............................................................................................................................. 45
Tableau 2 .............................................................................................................................. 68
9LISTE DES ABRÉVIATIONS
2’-0-Me 2 ’-0-Méthyl
3’SS Site d’épissage 3’
5’S S Site d’épissage 5’
pl microlitre
ADN Acide désoxyribonucléique
ADNc Acide désoxyribonucléique complémentaire
APOAII Apolipoprotéine Ail
ARN Acide ribonucléique
ARNm ARN messager
ATP Adénosine triphosphate
BRCA1 « Breast cancer 1 »
°C Degré Celsius
CFTR « Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator »
CPM coups par minute
dNTP Désoxyribonucléotide triphosphate
D.O. Densité optique
DTT Dithiothréitol
EDTA Éthylènediaminetétracétate
ESE « Exonic splicing enhancer »
ESS « Exonic splicing silencer »
ETF1 « Eukaryotic translation termination factor 1 »
FBS « Fetal Bovine Sérum »
HEPES Acide 4-2-hydroxyéthyl-l-piperazineéthanesulfonic
hnRNP « Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein »
ISE « Intronic splicing enhancer »
ISS « Intronic splicing silencer »
kDa KiloDalton
LB Milieu Luria-Bertani
LTR « Long Terminal Repeat »
10
M Molaire
ml millilitre
ng nanogramme
nt nucléotide
oligo Oligonucléotide
a32P Isotope de phosphate radiomarqué en position a
pb paire de bases
PCR « Polymerase Chain Reaction »
PMSF Fluoride de phénylméthylsulfonyl
pré-ARNm Précurseur d’ARNm
PVA « Polyvinyl alcohol »
RBP « RNA Binding Protein
RNAi « RNA Interférence »
RNase Ribonucléase
RPM « Rotation Per Minute »
RRM « RNA Récognition Motif »
RT « Reverse Transcription »
RXRG « retinoid X receptor gamma »
SDS Sodium Dodécyl Sulfate
SKAR « S6 kinase 1 Aly/REF-like target »
SMA « Spinal Muscular Atrophy »
snRNP « Small Nuclear Ribonucleoprotein »
SR « Serine/Arginine rich »
Tris Tris(hydroxyméthyl)aminoéthane
TBE T ris-Borate-EDT A
TDP « Tar DNA-binding Protein)
TOSE « Targeted oligos splicing enhancer »
U Unité
11
1 INTRODUCTION
La fine régulation des processus cellulaires est primordiale afin d’assurer le développement 
et la survie des organismes. Depuis un bon nombre d’années, il est connu que la régulation 
de l’expression de l’ADN, sous forme d’ARN, joue un rôle majeur dans la production de 
protéines. De nouvelles technologies développées ont permis de nouvelles avancées dans la 
compréhension de la régulation des complexes de l’ARNm naissants. Durant les décennies 
1970 et 1980, la communauté scientifique a dû admettre que la régulation de l’ARN est un 
point central dans l’expression des gènes (Licatalosi & Damell, 2010) Les transcrits 
naissants sont formés en de long complexes hnRNA sur lesquels plusieurs protéines vont y 
être transférées. En 1977, un réarrangement fascinant servant à joindre les séquences 
codantes (exons) entrecoupées de séquences non-codantes a été découvert dans le transcrit 
primaire de l’adénovirus 2 (ARN pré-messager adénoviral) (Chow et al., 1977). Les 
eucaryotes supérieurs utilisent non-seulement l’épissage lors de la maturation des ARNs 
pré-messagers, mais l ’épissage alternatif, qui permet l ’inclusion ou non de portions 
codantes dans le transcrit mature, augmente la complexité de l’ARN puisqu’un seul pré- 
ARNm peut encoder plusieurs protéines aux fonctions diverses. D’autre part, le séquençage 
du génome humain a permis de réaliser que le nombre de gènes chez les organismes 
supérieurs est similaire à celui d’organismes moins développés tels les vers (Licatalosi & 
Damell, 2010). Ces découvertes suggèrent donc une implication majeure de la régulation 
de la maturation de l’ARN dont l’épissage alternatif afin d’assurer la diversité protéique des 
eucaryotes supérieurs.
1.1 Mécanisme de l’épissage
Le processus de l ’épissage dit constitutif est le mécanisme par lequel les portions non- 
codantes (introns) sont retirées afin de joindre les portions codantes (exons) pour former un
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transcrit mature. Ce mécanisme doit permettre le rapprochement des exons et l’alignement 
très précis des nucléotides impliqués dans les deux réactions de transestérification. Une 
erreur d’une seule base impliquerait un changement du cadre de lecture. Cela est assuré par 
un large complexe, le spliceosome, contenant cinq snRNPs soient U l, U2, U4/U6 et U5. 
Ces snRNPs sont chacun constitués d’une séquence d ’ARN unique et de plusieurs protéines 
associées (Kramer & Utans, 1991). L’assemblage du spliceosome à partir des sous-unités 
snRNP est un processus ATP-dépendant et requiert des séquences consensus aux extrémités 
5’ et 3’ de l’intron; les sites d’épissage 5’ et 3’, le point de branchement et la séquence 
riche en pyrimidines (Schéma 1) (Ritchie et al., 2009). C ’est la liaison des snRNAs qui 
confèrent la spécificité d’interaction des snRNP sur le transcrit. La séquence consensus du 
site d’épissage 5’, [(C/A) AG/GT (A/G) AGT], représente le site de liaison avec la plus 
forte affinité pour snRNP U 1. Cette séquence parfaitement conservée représente moins de 
5% des sites d’épissage dans le transcriptome humain afin de permettre à la vaste majorité 
des transcrits d’être plus sensible aux régulateurs nucléaires présents. Comme la majorité 
des sites d’épissage 5’ et 3’sont dégénérés, cela complexifie leur reconnaissance à travers 
les nucléotides adjacents. C’est pourquoi d’autres facteurs n’impliquant pas la force 
intrinsèque des sites d’épissage sont impliqués dans la reconnaissance de ces sites (voir 
section régulateur d’épissage).
*
5 * « H B |G U ------------------UACUAAC - (P P T J -Y A G E H H M ’
I L -  * I
Site d'épissage Région de Site d'épissage
5' branchem ent 3'
Schéma 1 : Séquences consensus permettant l ’assemblage du spliceosome afin de catalyser 
les deux réactions de transestérification menant au retrait des introns et la jonction des 
exons. Figure modifiée de Ritchie et al., 2009
La voie d ’assemblage du spliceosome est caractérisée par les complexes E, A, B et C 
(Schéma 2) (Ritchie et al., 2009). La première étape est la liaison du snRNP Ul au site 
d’épissage 5’ et de l’hétérodimère U2AF (U2AF35 et U2AF65) au site d ’épissage 3 ’ et à la
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séquence riche en pyrimidines (Gaur et al., 1991) tandis que la protéine SF1 lie 
temporairement le site de branchement. Cet assemblage constitue le complexe E, qui est 
indépendant de l’ATP. Ensuite, le complexe A est formé et constitue l ’étape de liaison du 
snRNP U2 au site de branchement, déplaçant la protéine SF1. Cette étape ATP-dépendante 
va positionner l’adénosine pour l ’attaque nucléophile correspondant à la première réaction 
de transestérification. La formation du complexe B est caractérisée par l ’association des 
snRNPs U4/U6 et U5 au complexe A. Le complexe mature et actif (complexe C) est formé 
par le remplacement du snRNP U l par le snRNP U6, dissocié du snRNP U4, au site 
d ’épissage 5’ et l’interaction entre les snRNA U2 et U6.
14
C om p lexe E
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Schéma 2 : Étapes d’assemblage du spliceosome. Le complexe E représente l’étape d’engagement 
et est caractérisée par la reconnaissance des sites d’épissage 5’ et 3’ par le snRNPs Ul et 
l’hétérodimère U2AF. Le complexe A est formé lors de la liaison du snRNP U2 et du 
positionnement de l’adénosiné pour l’attaque nucléophile. Le complexe B est caractérisé par la 
liaison du snRNP Ul alors que le commplexe C est le remplacement du snRNP Ul par snRNP U6 
au site d’épissage 5’ et l’interaction de ce dernier avec le snRNP U2. Figure modifiée de Ritchie et 
al., 2009
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L’assemblage du spliceosome actif catalyse les deux réactions de transestérification menant 
à l’excision de l ’intron sous forme de lasso et la liaison des exons adjacents à cet intron 
(Schéma 3) (Staley & Guthrie, 1998). La première réaction est lorsque le 2 ’OH de 
l’adénosine constituant le point de branchement procède à une attaque nucléophile au site 
d’épissage 5’, se traduisant par un lien phosphodiester 5’-2’. Cette coupure entraine la 
libération de l’extrémité 3’ de l’exon en amont de l’intron et d’un lariat, intermédiaire 
comprenant l’intron et l ’exon situé en 3’. La seconde étape est caractérisée par l ’attaque du 
groupement OH libre sur l’exon situé en 5’ au site d’épissage 3’, ce qui permet le 
relâchement de l’intron sous forme de lasso et la jonction des deux exons (Schéma 3) 
(Ritchie et al., 2009).
5 ’-E S 3 S l6 U ------------ A------A G B Q - 3 ’
I ^èreTransestérification
5’-f2 g J3 |O H
Lariat 
IntermédiaireA  )^  A’ AGB5Œ1CT-3’
I 2e Transestérification
« » 3 '  AR N m
Ay Lariat
A— AGG Produit
Schéma 3 : Réactions de transestérification catalysées par le complexe spliceosome. Figure 
modifié de Ritchie et al., 2009
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1.2 Epissage alternatif
L’épissage alternatif est le mécanisme de maturation de l’ARN permettant l’inclusion ou 
non de certaines portions codantes (exons) dans le transcrit mature. Ce mécanisme permet 
de générer des isoformes protéiques aux fonctions variées à partir d ’un seul gène. 
L’épissage alternatif a, au cours de l’évolution, permis de générer des organismes aussi 
complexes que l’humain à partir d ’un génome estimé de 25,000 gènes codants, comparable 
en nombre à certains invertébrés ou végétaux (Keren et al., 2010).
Il existe plusieurs événements d’épissage alternatif différant selon la structure de l’ARN 
pré-messager (Schéma 4). L’événement le plus fréquent est celui de l ’exon dit cassette, 
dans lequel un exon central peut être retiré du transcrit mature en même temps que les 
portions introniques flanquantes. Cet événement est constitué de deux sites d’épissage 5’ et 
de deux sites d’épissage 3’ qui compétitionnent respectivement pour les facteurs d’épissage 
snRNP Ul et U2 (Schéma 4A). L ’inclusion de l’exon se produit lorsque tous les sites 
d’épissage sont reconnus alors , que l’exclusion nécessite seulement la reconnaissance du 
premier site d’épissage 5’ et deuxième site d ’épissage 3’. Les deux prochains événements 
sont caractérisés par la présence de deux sites d’épissage 5’ ou 3’ qui doivent 
compétitionner pour la liaison respective du snRNP Ul ou snRNP U2 afin de s ’engager 
dans l’assemblage du spliceosome. L’utilisation du site d’épissage 5’ ou 3’ proximal 
produit l’inclusion de l’exon alternatif alors que l’utilisation du site distal produit 
l’exclusion. (Schéma 4B-C). Le dernier événement est celui de la rétention d ’intron, où 
l’intron est inclus dans le transcrit mature, qui est cependant beaucoup plus rare chez 
l’humain, est un type d ’épissage alternatif plus prédominant chez les végétaux, 
champignons et protozoaires (Schéma 4D) (Keren et al., 2010).
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Exon cassette
Compétition de sites 5 ’
Compétition de sites 3 ’
Rétention d’intron
Schéma 4 : Événements d’épissage alternatif chez l’humain. A. Événement de type exon cassette, 
portant deux sites d’épissage 5’ et deux sites d’épissage 3’. B. Deux sites d’épissage 5’ en 
compétition avec un site d’épissage 3’. C. Deux sites d’épissage 3’ en compétition pour un site 
d’épissage 5’. D. Conservation d’un intron dans le transcrit mature. Figure modifiée de Kerpn et 
al., 2010
L’inclusion ou non de certains exons dit alternatifs se base sur le choix d ’utilisation des 
sites d’épissage 5’ et 3’. C’est la régulation de la reconnaissance de ces sites qui influence 
la réaction d’épissage. Ainsi, tel que mentionné dans la section précédente, certains facteurs 
vont moduler la reconnaissance des sites d’épissage, donc des isoformes produits.
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1.3 Régulation de l’épissage
Les séquences nucléotidiques des ARNm encodent des protéines, mais contiennent aussi un 
code nucléotidique intrinsèque pour des éléments de régulation recrutant des facteurs trans. 
Ainsi, ces éléments répresseur ou enhancer qui, lorsque liés par des facteurs protéiques, 
vont moduler l’épissage des exons.
1.3.1 Protéines SR
Les protéines régulatrices liant ses éléments enhancers les mieux caractérisées sont les 
protéines SR (Blencowe, 2000, Cartegni et al., 2002, Hertel et al., 1997, Fairbrother et al., 
2002). Ces protéines possèdent deux domaines de reconnaissance à l’ARN (RRMs) et un 
domaine SR constitué d’une répétition de dipeptides sérine (S) et arginine (R) (Fu, 1995, 
Graveley, 2000) (Schéma 5). Chez l’humain, les mieux caractérisées sont SC35 et SF2/ASF 
(Shepard et al., 2009). D’autre part, la phosphorylation et déphosphorylation des résidus 
sérine est un mode de régulation de l’activité des protéines SR (Tacke et al., 1997, Sanford 
& Bruzik, 1999). Il existe deux modèles expliquant l’action de stimulation de l’épissage par 
les protéines SR, soit qu’elles stabilisent snRNP U l et U2AF au site d ’épissage 5’ et 3’ 
(Kohtz et al., 1994, Zuo & Manley, 1994, Wang et al., 1995, Zahler & Roth, 1995) 
(Schémas 6 A et B) ou qu’elles puissent déplacer des facteurs comme hnRNP A l liant des 
éléments exoniques répresseurs (ESS) (Zhu et al., 2001) (Schéma 6 C).
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iniSIéi U
SRp20 
SC35 
SRp54 
SF2/ASF 
SRp30c 
SRp40 
SRp55 
SRp75
9G8 ______________________
Schéma 5 : Représentation de la structure primaire des protéines SR les mieux connues. 
Figure tirée de Shepard et al., 2009.
De plus, lors d’événements de compétition de sites d’épissage 5’ ou 3’, les protéines SR 
stimulent l’utilisation du site d’épissage proximal (Krainer et al., 1990, Fu et al., 1992, 
Reed & Maniatis, 1986, Mayeda & Krainer, 1992). En se liant au site d ’épissage en 
compétition, les protéines SR peuvent outrepasser la force intrinsèque- du site d’épissage 
dictée par sa séquence et ainsi favoriser un site proximal, même plus faible, permettant aux 
sites les plus près de s’engager dans la formation du spliceosome (Ibrahim et al., 2005).
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A
B U1 snRNP
C
Enhancer Inhtbitor
Schéma 6 : Mécanismes de régulation de l’épissage alternatif par les protéines SR liées au 
niveau de l’exon. A. Stabilisation du facteur U2AF au site d ’épissage 3’. B. Stabilisation du 
snRNP U l au site d’épissage 5’. C. Inhibition de facteurs répresseurs agissant sur la 
reconnaissance des sites d’épissage. Figure modifiée de Graveley, 2000.
Chez l’humain, le modèle suggérant que l’épissage soit co-transcriptionnel combiné à la 
grande taille des introns suggèrent que les premières unités reconnues sont les exons. Le 
modèle de définition de l’exon suggère une communication à travers la séquence exonique 
médiée par les protéines SR. Ces protéines, lorsque liées à des sites ESEs, vont stabiliser la 
liaison de U2AF au site d’épissage 3’ et la liaison du snRNP Ul au site d ’épissage 5’, qui 
sont situés de part et d’autre de l’exon (Martinez-Contreras et al., 2007). Ainsi, les 
protéines SR sont nécessaires pour permettre l ’engagement vers l ’assemblage du 
spliceosome et sont une cible de régulation pour le choix des sites d ’épissage alternatif.
Inhîbitory
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Cette régulation est assurée, entre autres, par les protéines hnRNPs, agissant en compétition 
avec les protéines SR (Martinez-Contreras et al., 2007).
1.3.2 Protéines hnRNP
Le contrôle de l’épissage alternatif nécessite la présence d’éléments enhancers (ESE, ISE) 
afin de stimuler la reconnaissance des sites d’épissage, mais aussi d ’éléments répresseurs 
afin de réguler de façon spatio-temporelle la production des différents isoformes. Ces 
éléments répresseurs présents au niveau des exons (ESS) et des introns (ISS) sont 
généralement des sites de liaison pour les protéines hnRNPs. Il s’agit d’un regroupement 
hétérogène constitué de protéines associées à l ’ARN de haut poids moléculaire à travers des 
séquences contenant un motif GGG et qui utilisent des mécanismes similaires afin de 
moduler l’épissage alternatif (Martinez-Contreras et al., 2007). Aujourd’hui ce 
regroupement comprend divers membres incluant plusieurs variants d ’épissage, néanmoins 
les représentants classiques sont hnRNP A l et U (Michelle et al., 2012). Le domaine de 
reconnaissance à l’ARN (RRM) est un constituant commun de diverses protéines hnRNPs 
et hnRNPs-like. D’autres membres comme hnRNP F et H possède un domaine de 
reconnaissance à l’ARN (qRRM) différant par la biochimie des interactions avec l’ARN 
(Michelle et al., 2012).
L’hétérogénéité des protéines hnRNPs nécessite un sous-classement en fonction de 
caractéristiques plus spécifiques. Le sous-groupe le plus largement étudié est constitué des 
protéines hnRNP A l, A2, A3, A0 qui possèdent deux RRMs ainsi qu’un domaine glycine- 
riche (Martinez-Contreras et al., 2007). Notre laboratoire s’est intéressé à la régulation de 
l’épissage alternatif assuré par ces protéines et plus particulièrement par hnRNP A l. 
Lorsque recrutées à leur sites de liaison sur l’ARN pré-messager, les protéines hnRNPs 
vont promouvoir l ’exclusion des exons alternatifs ciblés (Mayeda et al., 1993, Del Gatto- 
Konczak et al., 1999, Caputi et al., 1999, Bilodeau et al., 2001, Tange et al., 2001, Zhu et
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al., 2001) . Un bon exemple de cette régulation est la modulation de l’utilisation des sites 
d’épissage 5’ par la protéine hnRNP Al (Mayeda & Krainer, 1992) (Yang et al., 1994).
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Schéma 7 : Domaines conservés des protéines hnRNPs A l, A2, A3 et AO, soient 2 
domaines de reconnaissance à l’ARN (RRM) ainsi qu’un domaine riche en glycine. 
Gracieusement fourni par Rebecca Martinez et Philippe Cloutier.
Les études moléculaires du contrôle d ’utilisation des sites d’épissage ont permis de 
produire des mécanismes généraux de régulation par les protéines hnRNPs (Schéma 7). Le 
premier mécanisme est celui du looping-out, proposé dans notre laboratoire (Nasim et al., 
2002), qui a été démontré avec les protéines hnRNP A l, H et PTB (Martinez-Contreras et 
al., 2007). Le looping-out permet d ’expliquer l’implication des protéines dans la régulation 
de l’épissage alternatif, mais aussi le rôle assuré au niveau de l’épissage constitutif. Ce 
mécanisme suggère que l’interaction entre des protéines hnRNP liées sur le transcrit
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produit une boucle permettant d ’aider l ’épissage d’un intron peu défini (Schéma 8 A) 
(Faustino & Cooper, 2003) ou, lorsque liée de part et d ’autre d ’un exon, stimuler 
l’exclusion de cet exon (Schéma 8 B). Le rapprochement des extrémités d’un intron par 
looping-out est un rare cas de stimulation de l’épissage par les protéines hnRNP. En règle 
générale, les protéines hnRNPs vont inhiber l’épissage comme visualisé lors du looping-out 
d’un exon alternatif, et ce par un mécanisme encore mal défini (voir (Nasim et al., 2002). 
Le second mécanisme est l’inhibition stérique de la liaison de facteurs snRNPs lorsque des 
protéines hnRNPs sont recrutées au niveau de l’intron (ISS) près des séquences consensus 
d’épissage (Schéma 8 C). Troisièmement, la liaison d’une protéine hnRNP à un site de 
haute affinité peut provoquer la propagation de cette protéine le long de l’exon, via une 
liaison indépendante de la séquence. Cette accumulation d ’hnRNPs recouvre les sites 
d’épissage bordant cet exon ne permettant plus leur reconnaissance (Schéma 8 D). Le 
quatrième mécanisme est la compétition avec d ’autres régulateurs d ’épissage agissant au 
niveau de l’exon, tel les protéines SR sans affecter la liaison du snRNP U l (Schéma 8 E). 
Les deux prochains mécanismes sont la répression de l’épissage par inhibition de la 
communication entre les extrémités 5’ et 3’ d ’un intron (Schéma 8 F) ou les sites 
d’épissage 5’ et 3’ bordant cet exon (Schéma 8 G). Cette communication, soutenue par les 
protéines SR permettant la définition de l’exon, est nécessaire pour l ’engagement des 
snRNPs U l et U2 vers l’assemblage du spliceosome et n ’est donc plus assurée. Le dernier 
mécanisme est le recrutement de cofacteurs par les protéines hnRNP au niveau de l’exon, 
inhibant de façon stérique l ’utilisation des sites d’épissage 5’ et 3’ bordant l ’exon.
Schéma 8 : Mécanismes de régulation de l’épissage alternatif par les protéines hnRNPs. A. 
Stimulation de l’épissage d ’un intron peu défini. B. Inhibition stérique de l’interaction des 
snRNPs aux sites d ’épissage. C. Looping-out d ’un exon alternatif forçant son exclusion D. 
Propagation de protéines hnRNPs le long de l ’exon masquant les sites d ’épissage de part et 
d’autre de cet exon. E. Inhibition de la liaison d’une protéine SR à un élément enhancer, 
sans affecter la liaison directe du snRNP U l. F. Inhibition de la définition de l’exon lorsque 
des protéines hnRNPs sont liées dans l’intron. G. Inhibition de la définition de l’exon 
lorsque des protéines hnRNPs sont liées dans l’exon. H. Formation d ’un complexe 
inhibiteur inhibant l’assemblage du spliceosome. Tirée de Michelle et al., 2012.
D’autres protéines RBP (RNA-binding Protein) n’appartenant pas directement aux familles 
des protéines SR et hnRNPs ont été décrites pour leur implication dans la régulation de 
l’épissage. Ainsi, ces protéines dont leur classification n’est pas totalement définie 
partagent certains des domaines caractéristiques de ces deux familles. Les protéines eIF4A3 
et RNPS1, initialement décrites comme facteurs majeur et auxiliaire du complexe exon- 
jonction, ont été montrées comme étant des modulateurs du choix d ’utilisation des sites
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d’épissage xs et xl du gène Bcl-x. RNPS1 possède un domaine riche en sérine, partageant 
cette caractéristique avec les protéines SR (Michelle et al., 2012). Les protéines Nova-1 et 
Nova-2 sont un autre genre de régulateurs d’épissage puisqu’elles sont exprimées de façon 
histo-spécifïque, les différenciant de la majorité des facteurs étant ubiquitaires. Ces 
protéines possèdent trois domaines de reconnaissance à l’ARN de type KH similaires à 
hnRNP K (Black, 2003, Ule et al., 2006). Un autre facteur dont l’expression est spécifique 
à certains tissus est la protéine FOX2B (Venables et al., 2009). Cette protéine est 
caractérisée par la spécificité de liaison à l ’ARN (UGCAUG et AGCAUG) lui permettant 
de stimuler l’utilisation d’un site d’épissage 5’ lorsque liée dans l’intron en aval (Ponthier 
et al., 2006). La protéine TLA-1, possédant trois domaines de reconnaissance à l ’ARN KH, 
peut lier avec une grande affinité un site composé d’une séquence riche en uracile (Del 
Gatto-Konczak et al., 2000). Cette protéine contient aussi un domaine riche en glutamine 
important pour son activité modulatrice d’épissage. Lorsqu’un site riche en uracile est 
localisé dans l’intron près du site d’épissage 5’, TIA-1 stimule la liaison du snRNP U1 via 
une interaction directe de son domaine riche en glutamine avec la sous-unité U l-C  (Forch 
et al., 2002).
Cette description non-exhaustive des catégories de régulateurs de l’épissage montre la 
grande diversité de ces facteurs ainsi que les différents domaines les constituant. Ainsi, ce 
mécanisme très complexe de régulation de l’épissage alternatif est la combinaison des 
effets produits par les différents régulateurs.
1.3.3 Régulation artificielle de l’épissage alternatif
L’épissage alternatif étant une étape de maturation touchant presque l’ensemble des ARNs 
pré-messagers, il est compréhensible qu’une dérégulation de ce mécanisme soit associée à 
des maladies humaines. Il existe divers mécanismes menant à des défauts de l’épissage et 
ceux-ci peuvent être regroupés en grandes catégories (Faustino et al., 2003). Ainsi, des
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mutations au sein d’un pré-ARNm peuvent toucher des séquences provoquant un 
changement d’utilisation des sites d’épissage constitutifs au profit de sites d ’épissage 
cryptiques et la production de nouveaux isoformes. Ces mutations peuvent aussi affecter 
l’utilisation des sites d’épissage alternatifs. Dans d ’autres cas, les mutations touchent des 
éléments régulateurs agissant en trans. L ’altération des facteurs de régulation, telles les 
protéines SR ou hnRNPs, mène à la dérégulation d ’un ensemble des gènes cibles alors que 
des mutations touchant la machinerie basale d’épissage (snRNPs ou facteurs auxiliaires) 
provoquent une dérégulation de l ’épissage alternatif de la majorité des ARNs pré­
messagers.
Le schéma 9 représente les éléments cis ainsi que quelques exemples de gènes portant des 
mutations dans ces éléments, provoquant une dérégulation de leur épissage.
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Schéma 9 : Altérations des séquences consensus associées à des maladies, dont le cancer. 
Tiré de Revil et al., 2006.
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Plus de 50% des mutations ponctuelles associées à des maladies causent des défauts 
d’épissage (Cartegni et al., 2002, Krawczak et al., 1992). Ainsi, la capacité de 
reprogrammer spécifiquement ces défauts d’épissage serait une précieuse avenue 
thérapeutique. Une approche consiste à moduler des décisions d’épissage par l’utilisation 
d’oligonucléotides. Initialement, un oligonucléotide complémentaire au site d ’épissage à 
inhiber a été utilisé (Schéma 10 A). L’utilisation de tels oligonucléotides antisens permet 
également le criblage d ’éléments de régulation enhancer ou répresseur sur le transcrit 
(Schéma 10 B). Ainsi, un oligonucléotide provoquant l’exclusion de l’exon, suggère que la 
séquence hybridée porte un élément enhancer. Il est aussi possible d’ajouter à la portion 
antisens conférant la spécificité, une queue non-hybridante permettant de recruter des 
facteurs (Schéma 10). Cette stratégie permet de localiser un facteur de régulation à un 
endroit précis sur le transcrit et a été préalablement étudiée dans notre laboratoire. Des 
oligos ciblant une région exonique du gène Bcl-X et recrutant la protéine hnRNP A l ont 
permis de provoquer une répression stérique de l’épissage (Villemaire et al., 2003) . Ce 
type d ’oligonucléotide a aussi été utilisé pour favoriser l’inclusion d’un exon via le 
recrutement de protéines SR (Schéma 10 D). Une version PNA (peptid-nucleic-acid) a 
aussi été produite dont la queue non-hybridante porte des répétitions d’acides aminés sérine 
et arginine. Ces répétitions imitent le domaine riche en sérine-arginine des protéines SR et 
permettent de stimuler l’inclusion d’un exon à proximité de la région d ’hybridation 
(Schéma 10 F) (Cartegni & Krainer, 2003). Des oligonucléotides bifonctionnels permettant 
le recrutement de hnRNP A l dans l’intron stimulent un site d’épissage 5’ (Schéma 10 E).
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Schéma 10 : Techniques de reprogrammation de l ’épissage alternatif par oligonucléotides. 
A. Oligonucléotide antisens s’hybridant au site d’épissage que Ton désire inhiber. B. 
Criblage des éléments de régulation cis retrouvés sur le transcrit. C. Oligo bifonctionnel 
s’hybridant dans l’exon et recrutant une protéine répresseur hnRNP A l. D. Oligo 
bifonctionnel se liant dans l’exon et recrutant un facteur enhancer SR. E. Oligo 
bifonctionnel liant l’intron et recrutant un facteur hnRNP A l stimulant le site d ’épissage 5’ 
en amont. F. Oligo PNA liant l’exon dont la queue activatrice agit comme enhancer de 
Tépissage de l’exon. Tiré de Revil et al., 2006.
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L’amyotrophie spinale (SMA) est causée par la perte du gène SMN1. Ce gène encode 
l’ARNm et la protéine complète SMN, ayant un rôle dans l’assemblage des snRNPs. Le 
génome humain encode aussi le gène SMN2, duplication du gène SMN1, mais portant la 
mutation ponctuelle C6T dans l’exon 7. Cette mutation détruit un élément enhancer 
enhancer, menant à une exclusion élevée de l’exon 7 (qui est constitutif dans SMNl)dans le 
transcrit mature du gène SMN2. Cet exon code pour une région peptidique C-terminale de 
16 acides aminés essentiels à la stabilité et la localisation cytoplasmique de la protéine 
(Burghes & Beattie, 2009). Cet épissage spécifique au gène SMN2 n ’a pas de conséquence 
pour des personnes exprimant le gène SMN1 puisque c’est ce dernier qui assurera le niveau 
de protéines SMN complètes. Toutefois, lorsque le gène SMN1 est perdu et ne permet plus 
l ’expression de la protéine complète SMN, le gène SMN2 ne génère pas un taux suffisant 
de protéines SMN pour assurer les fonctions cellulaires. Ainsi, les personnes vivant cette 
situation développent une dégénérescence des neurones moteurs, provoquant une atrophie 
générale des muscles.
À ce jour, plusieurs études ont porté sur la caractérisation de la régulation de l ’épissage du 
gène SMN2. Plusieurs approches de reprogrammation de l ’épissage du gène SMN2 par 
oligos antisens ont été testées (Home & Young, 2009) (Hua et al., 2008). Parmi les 
stratégies utilisées, certaines visaient des éléments répresseurs à travers l’exon 7 ou l’intron 
en aval (Hua et al., 2008). D’autres approches ont utilisé des oligos d’ARN bifonctionnels 
possédant une région antisens s’hybridant au pré-ARNm ciblé et une queue constituée 
d ’une séquence de liaison à un facteur trans stimulateur (Marquis et al., 2007) (Baughan et 
al., 2006)(Buratti et al., 2005). Toutefois, ces approches de correction de l’épissage 
demeurent primitives et incomplètes car elles n’ont testées que la protéine hnRNP A l et la 
protéine SR SRSF1. Il serait intéressant de tester le potentiel de reprogrammation de 
d ’autres RBP.
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1.4 TDP-43
1.4.1 Gène et protéine
La protéine TDP-43 (TAR DNA-binding Protein) a été premièrement identifiée en 1995 
comme un facteur ubiquitaire pouvant réprimer l ’expression du virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH-1) en liant une séquence d ’ADN riche en pyrimidines 
au niveau de l ’élément TAR (Ou et al., 1995). Cette région d ’ADN TAR, lorsque transcrite, 
se présente sous forme de boucle d ’ARN double brin (stem-loop) qui est importante pour 
l’activation de l’expression via la liaison du facteur cellulaire TAT. Ainsi, la liaison de la 
région d’ADN TAR par TDP-43 résulte en la formation de courts transcrits non-processifs 
et empêche l’activation de l’expression par la protéine TAT. Le gène encodant TDP-43 
chez l’humain est situé dans le locus MASP2, une région hautement conservée riche en 
gènes codants, du chromosome 1 (Stover et al., 2004). Ce gène est retrouvé chez tous les 
eucaryotes supérieurs (Ayala et al., 2005) et encode une protéine de 414 acides aminés de 
43 kDa. L’étude de la structure primaire de TDP-43 a démontré une forte correspondance 
avec les protéines hnRNPs puisque cette protéine est constituée de deux domaines de 
reconnaissance à TARN (RRMs) et d’une région riche en glycine, la classifiant comme 
protéine « hnRNP-like » (Schéma 11).
N-terminal tail RRM domains C-terminal tail
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Schéma 11 : Structure primaire et domaines de TDP-43. Tiré de Buratti & Baralle, 2012.
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Le site de liaison de TDP-43 initialement découvert est la séquence TAR, constitué d ’ADN 
simple brin (.Ou et al., 1995). Cette séquence de liaison encore mal définie est 
complètement différente du site de liaison de haute affinité découvert plus récemment 
(Buratti & Baralle, 2001). Le site de haute affinité est une séquence d ’ARN simple brin 
constitué d’une répétition du dinucléotide (UG) (Buratti et al., 2001). Un minimum de six 
répétitions du dinucléotide (UG) est nécessaire pour la liaison de TDP-43 (Kj = 8.0 nM ± 
0.7) puisque le retrait d’une seule répétition (UG)s diminue fortement l’affinité pour TDP- 
43 (Kd = 30 nM ± 3) (Ayala et al., 2005). L ’augmentation du nombre de répétition corrèle 
avec l’efficacité de liaison de TDP-43 et un site composé de douze répétitions constitue un 
site de très haute affinité pour la protéine (Buratti & Baralle, 2001). La liaison de TDP-43 à 
son site d’affinité est assurée par le premier domaine de reconnaissance à l ’ARN (RRM1). 
Ces caractéristiques de liaison à l ’ARN de TDP-43 concordent avec celles d’autres 
protéines liant l’ARN telle hnRNP A l (Shamoo et al., 1997).
D ’autre part, l ’étude biochimique de TDP-43 a permis de déterminer que cette protéine 
pouvait aussi lier l’ADN simple brin constitué de la répétition du dinucléotide (TG) (Buratti 
& Baralle, 2001). Cette capacité de liaison pour l’ARN et l’ADN coïncide aussi avec les 
propriétés de liaison de hnRNP Al (Abdul-Manan & Williams, 1996, Buvoli et al., 1990). 
Toutefois, contrairement à A l, TDP-43 montre une affinité différente pour TARN et 
l’ADN (Buratti & Baralle, 2001). De plus, l’étude du domaine riche en glycine de TDP-43 
montre qu’il est crucial pour l’interaction avec d’autres protéines telles hnRNP A/B 
(Buratti et al., 2005). Cette interaction avec ces protéines hnRNPs a été montrée comme 
essentielle pour la répression de l’épissage de certains exons. D ’autres partenaires 
d ’interaction, tel TLA-1- (Liu-Yesucevitz et al., 2010) ont récemment été décrits ainsi que la 
capacité de TDP-43 à former des homo- et multimères, propriété partagée des protéines 
hnRNPs (Buratti & Baralle, 2012). Globalement, la structure de TDP-43 ainsi que les 
propriétés hnRNP s’y découlant suggèrent son implication dans plusieurs processus 
cellulaires, dont l’épissage alternatif (Ayala et al., 2005).
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1.4.2 Régulation de l’épissage alternatif par TDP-43
TDP-43 a premièrement été identifiée comme un régulateur transcriptionnel capable de 
réprimer l’expression du VIH (Ou et al., 1995) et plus récemment pour sa modulation du 
promoteur SP-10 (Reddi et al., 2003, Acharya et al., 2006) .D’autres rôles cellulaires moins 
bien définis sont l ’implication de TDP-43 dans la stabilité des ARNm (Strong et al., 2007) 
et dans la voie des micros ARNs (Buratti et al., 2010). Toutefois, la découverte de son 
implication dans la régulation de l ’épissage alternatif du gène CFTR (Buratti et al., 2001) a 
suscité un grand intérêt dû aux caractéristiques « hnRNP-like » de TDP-43. Lorsque recruté 
sur un pré-ARN messager près des sites d’épissage 3’ et 5’, TDP-43 peut moduler 
l’utilisation de ces sites et donc réguler l ’épissage alternatif de gènes cibles.
1.4.2.1 Régulation du site d’épissage 3 ’
La régulation du site d’épissage 3 'par TDP-43 a été étudiée pour deux gènes cibles, soit le 
gène CFTR et le gène encodant l’apolipoprotéine Ail (APOAII). TDP-43 réprime 
l’inclusion de l’exon 9 du gène CFTR à travers la liaison d ’une répétition polymorphique 
du dinucléotide UG près du site d’épissage 3’en amont de l’exon. L’exclusion de l’exon 9 
du transcrit mature produit une protéine CFTR incomplète ne permettant plus d’assurer le 
contrôle du flux d ’ions à travers la membrane des cellules épithéliales. Cette perte de 
fonction est associée avec l’apparition des symptômes de la mucoviscidose. La longueur de 
la région polymorphique corrèle avec l’efficacité de liaison à TDP-43 et la sévérité des 
symptômes de la maladie (Buratti et al., 2001). Le deuxième contexte est celui du gène 
APO AU, encodant une protéine constitutive des vésicules de transport lipidique à haute 
densité (HDL). La liaison naturelle de TDP-43 dans la région 3’ de l’intron en amont de 
l’exon 3 réprime l ’épissage de cet exon. Toutefois, la délétion de forts éléments exoniques 
enhancers doit être effectuée pour visualiser cette répression (Mercado et al., 2005). Ces
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effets observés d ’inhibition de l’épissage suggèrent que TDP-43 module la reconnaissance 
et/ou l’utilisation du site d’épissage 3’.
1.4.2.2 Régulation du site d’épissage 5’
L’étude de la modulation du site d’épissage 3 ’ par TDP-43 a révélé un fort pouvoir 
inhibiteur de la protéine lorsque recrutée près de ce site d’épissage. De façon analogue, 
certains groupes de recherche ont voulu déterminer l’impact de la liaison de TDP-43 près 
du site d’épissage 5’. Les études des gènes portant des séquences (UG) répétées 
naturellement montrent que TDP-43 peut agir comme répresseur ou enhancer du site 
d’épissage 5’. Dans le cas des gènes RXRG et ETF1, la présence de répétitions (UG) près 
du site d’épissage 5’ en aval de l’exon 7 de chacun de ces gènes inhibe l ’épissage de ces 
exons, menant à leur exclusion des transcrits matures (Passoni et al., 2012). Toutefois, les 
gènes BRCA1 et SKAR portent des régions répétées (UG) près des sites d ’épissage 5’ des 
exons 12 et 3, vont promouvoir l’épissage de ces exons, favorisant leur inclusion dans le 
transcrit mature (Passoni et al., 2012) (Fiesel et al., 2012). Ainsi, la régulation du site 
d’épissage 5’ par TDP-43 semble plus faible et semble dépendre de l’équilibre des 
différents régulateurs présents sur le transcrit (Passoni et al., 2012).
34
B
UG-rich rep ea ts
r   --------- ^
(U G )7,t3
CFTR - Q ------------- M D ----------------------Q ’" ’
Ex8 Ex9 Ex10
<UG) t s r r
— —M J --------------------— Q m
Ex2 Ex3 Ex4
V M U G )3 {UG)14(UG)2
RXRG 1 " —m >.—..... ............. .
Ex6 Ex7 Ex8
T U G )14(U G )6
ETF1
Ex6 Ex7 Ex8
-1G>A.’ <UG)S(ÜG)
BRCA1
(mui)
IEx11 Ex12 Ex13
'O jG A G U } 3(GA)e(UG)3
SKAR m
Ex2 Ex3 Ex4
Schéma 12 : Gènes cibles de la régulation de l ’épissage alternatif par TDP-43. A. Situations 
où la présence d ’un site de liaison à TDP-43 provoque la répression du site d ’épissage 3’ en 
aval. B. Situations où la présence d’un site de liaison à TDP-43 provoque la répression du 
site d’épissage 5’ en amont. C. Situations où la présence d ’un site de liaison à TDP-43 
provoque la stimulation dü site d’épissage 5’ en amont. Tiré de Buratti & Baralle, 2012.
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Récemment, l’affinité de TDP-43 pour les répétitions (UG) a été confirmée in vivo grâce à 
des techniques de haut débit tel le CLIP-seq (Tollervey et al., 2011) (Polymenidou et al., 
2011) (Xiao et al., 2011) et le RJP-seq (Sephton et al., 2011). Ces études ont permis 
d’identifier les gènes cibles régulés par TDP-43. L’impact fonctionnel de la liaison de 
TDP-43 à ces ARNs pré-messagers n ’est pas encore connu pour l’ensemble de ces gènes. 
D ’autre part, ces études ont dévoilé la capacité de TDP-43 à reconnaitre des répétitions 
(UG) plus dégénérées et localisés majoritairement au niveau des introns dans le génome 
humain (Tollervey et al., 2011). L’équipe de Ule a généré une carte d ’épissage permettant 
de regrouper les gènes cibles, portant des événements exon cassette, selon la localisation 
des sites d ’affinité à TDP-43 sur le transcrit et l’impact sur la régulation de l’épissage. 
Ainsi, les auteurs ont pu faire ressortir trois catégories d’emplacement ayant un impact sur 
l’épissage de l’exon alternatif central. La portion exonique ainsi que les 150 nt en amont de 
l’exon composent la région 1 et la présence d ’un site d’affinité à TDP-43 à l’intérieur de 
cette région provoque l’exclusion de l’exon alternatif. La région 2 se situe dans les 150-500 
nt en aval de l’exon alternatif et la présence d’un site d’affinité à TDP-43 y provoque 
l’exclusion de l’exon alternatif. La présence d ’un site d’affinité à TDP-43 dans les 0-150 nt 
en aval de l’exon alternatif, région 3, stimule l’inclusion de l’exon alternatif. Globalement, 
TDP-43 provoque la répression du site d’épissage 3’ et la stimulation du site d’épissage 5’ 
lorsque TDP-43 est recrutée à proximité de ces sites d’épissage (Tollervey et al., 2011). 
Toutefois, les bases moléculaires de la stimulation ou répression des sites d’épissage par 
TDP-43 demeurent encore inconnues.
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Schéma 13 : Carte d’épissage d’unité portant un exon cassette. Les sites d’affinités à TDP- 
43 enhancers (-) et répresseurs (-) sont représentés pour chaque gène cible. Trois régions 
sont définies selon l’impact d’un site d’affinité à TDP-43 sur l ’épissage de l’exon central 
(représenté au haut en rouge). Groupe 1, site d ’affinité dans l’exon ou les 150 nt en amont 
de l’exon et provoque la répression de cet exon. Groupe 2, site d’affinité dans les 150-500 
nt en aval de l’exon alternatif provoquant l’exclusion de cet exon. Groupe 3, site d’affinité 
dans les 0-150 nt en aval de l’exon alternatif et stimule l’épissage de cet exon. Tiré de 
Tollervey et al., 2011.
Parmi les cibles de régulation de l’épissage alternatif par TDP-43, une large proportion est 
* associée à des fonctions neuronales (Tollervey et al., 2011, Polymenidou et al., 2011), 
corrélant fortement avec la découverte de l’association de TDP-43 à certaines 
neuropathologies.
1.4.3 TDP-43 et les maladies neurodégénératives
La présence d ’agrégats protéiques anormaux est une caractéristique importante de la 
plupart des maladies neurodégénératives (Mackenzie et al., 2010). Quelques protéines 
constituant une marque pathologique spécifique à certaines neuropathologies sont 
. maintenant connues et l’étude de leur mécanisme biologique constitue la base logique pour 
les diagnostics et traitements (e.g. protéine Tau dans la maladie d’Alzheimer). En 2006,
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TDP-43 a été identifié comme le composant majeur des corps d’inclusions caractéristiques 
de la plupart des cas de sclérose latérale amyotrophique (SLA) et de dégénérescence lobaire 
fronto-temporale (DLFT) (Neumann et al., 2006). Les cellules neuronales exprimant ces 
protéinopathies à TDP-43 sont caractérisées par la délocalisation de TDP-43 vers le 
cytoplasme. La protéine y est alors clivée en deux fragments de 25 et 35 kDa qui sont 
hyperphosphorylés et ubiquitinés. Depuis, plusieurs mutations non-héréditaires du gène 
encodant TDP-43 ont été associées à la SLA et DLFT (Schéma 14) (Pesiridis et al., 2009). 
A ce jour, la majorité des mutations sont de type non-sens et se retrouvent au niveau de 
l’exon 6 du domaine glycine-riche, suggérant que l’altération des interactions-protéine- 
protéine médiées par ce domaine est suffisante pour induire la neurodégénération- (Lee et 
al., 2011).
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Schéma 14 : Mutations répertoriées du gène encodant TDP-43 qui sont associées à la 
sclérose amytrophique latérale ou la dégénérescence lobaire fronto-temporale. Tiré de Lee 
et al., 2011.
Malgré le progrès des dernières années, il est encore inconnu si le dérèglement de TDP-43 
associé aux neuropathologies provoque un gain de toxicité ou une perte de fonctions 
nucléaires. Ainsi, TDP-43 étant un régulateur majeur de l’épissage alternatif, il est 
impératif de comprendre les bases moléculaires de cette régulation afin d’intervenir 
potentiellement dans le traitement de ces neuropathologies.
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Lorsque TDP-43 est recruté à proximité d’un site d ’épissage 3’ il agit comme répresseur, 
possiblement en empêchant la liaison productive des facteurs d’épissage 3 ’ comme U2AF 
et U2 snRNP. La régulation du site d’épissage 5’ demeure cependant plus imprévisible et 
mal comprise puisque TDP-43 peut agir comme enhancer ou répresseur sur ce site. Afin de 
mieux comprendre le mécanisme par lequel TDP-43 module l’épissage alternatif, nous 
avons utilisé un modèle in vivo permettant de tester l’impact de TDP-43 sur la sélection des 
sites d’épissage en fonction de la localisation de sites de haute affinité pour cette protéine. 
Les résultats obtenus nous ont amené à explorer plus en détails les mécanismes 
moléculaires de cette stimulation. Nous avons observé que l’effet enhancer de TDP-43 peut 
être attribué à une stimulation de la liaison du snRNP U1 au site d’épissage 5’. Nous avons 
exploité cette propriété en utilisant un oligonucléotide bifonctionnel qui, lorsqu’hybridé à 
proximité d’un site d’épissage 5’, permet à TDP-43 de stimuler son utilisation.
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2 M ATÉRIELS & M ÉTHODES
2.1 Constructions plasmidiques
Plasmides encodant les pré-ARN messagers
Les ARNs pré-messagers 553 et Dup 5.1 ont été respectivement décrits dans (Nasim et al., 
2002) et (Chabot et al., 1997). Les variants 553(+/-), 553(-/+) et 553(+/+) ont été générés 
par l ’insertion de sites de haute affinité à TDP-43 (TG)13 dans les sites de restrictions Smal 
et EcoRV, qui sont situés respectivement en amont et en aval du site d ’épissage 5’ 
proximal. Les variants (+/-), (-/+) et (+/+) ont été obtenus par insertion de sites de haute 
affinité à TDP-43 dans TARN pré-messager Dup 5.1 dans les sites de restriction Apal et 
Bglll, situés respectivement en amont et en aval dé l’exon alternatif. Tous les clonages ont 
été réalisés selon la méthode suivante;
Les oligos (Integrated DNA Technologies) sont hybridés à une concentration de 2uM en 
présence de tampon OPA IX, chauffés à 94°C pendant 4 minutes et laissés refroidir à 
température pièce. Les oligos hybridés ont ensuite été phosphorylés en présence de 10U de 
T4 Kinase (NEB) et de tampon T4 PNK IX (NEB). Les plasmides ont été digérés par 
endonucléases de restriction, purifiés sur gel d ’agarose selon les instructions (Qiagen, DNA 
Plasmid Purification Kit) et déphosphorylés en présence de 5U de phosphatase Antartic 
(NEB) et de tampon ANT IX (NEB). La ligation a été réalisée avec 40U de ligase T4 DNA 
(NEB), tampon OPA IX, l,0pl de PEG et 12,5mM de rATP dans un volume final de lOpl.
Les plasmides utilisés afin de générer la lignée cellulaire HeLa/shTDP-43
Les oligonucléotides correspondant à la séquence shARN ont été hybridés et insérés dans 
les sites Bgl II et Hind III du plasmide pTer +.
Note : Tous les plasmides obtenus par clonage ont été séquencés précédemment à leur 
utilisation.
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2.2 Séquences des oligonucléotides 
Clonage
Séquences des oligonucléotides pour le clonage dans Dup5.1
ApaITG13 fwd 5’- TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGGCC - 3 ’
ApaICA13 rev 5’- CACACACACACACACACACACACACAGGCC -3’
BglIITG13 fwd 5’- GATCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG -3’
BglIICA 13 rev 5 GATCCACACACACACACACACACACACACA 3’
Séquences des oligonucléotides pour les clonages dans p45 (-/-)
TG(13) 5’- TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG -3’
CA( 13) 5’- CACACACACACACACACACACACACA -3’
TG6 smal fwd 5 TGTGTGTGTGTGGGGTGCAGCCCTGGTGGACAG -3 ’
CA6 smal rev 5 CAC ACAC ACAC AGGG AT C CT GC AGG A ATTTT AG -3 ’
P45Tr fwd 5 GT G AGCGG AT AAC AATTT C ACAC AGG A -3 ’
TG(26) 5 ’-TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG -3 ’ 
CA(26) 5’- C AC AC ACAC AC ACAC AC ACACAC AC AC AC ACACAC ACACAC AC ACAC ACACA -3 ’
Séquences des oligonucléotides shARNs 
shTDP-43Bfwd
5’-GATÇOÇACTACAATTGATATCAAATTCAAGAGATTTGATATCAATTGTA 
GTGTTTTTGGAAA-3 ’
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shTDP-43Brev
5 ’ - AGCTTTT CC A AAAAC ACT AC AATT G AT AT C AAATCTCTTGAATTT GAT AT C 
AATTGTAGTGGG -3’
Note : Les nucléotides en gras représentent les séquences formant la boucle du shARN.
Les nucléotides soulignés représentent les séquences nécessaires à la reconnaissance et au clivage du 
shARN.
Protection par snRNP U1
Séquences des oligos
5’U1 • 5’- TCAGGTAAGTAT -3’
7 A A5 5’- G AA ACTT ACC AT C -3 ’
7B A5 5’- GATACCTACCACTA -3’
RT-PCR
Séquences des oligos RT-PCR pour expériences in vivo
Gel (sens) 
Ge2 (antisens)
5’- AC AC AACT GTGTT C ACT AGC -3
5’- AGT GG AC AG ATCCCC A AAGG -3’
Séquences des oligos RT-PCR pour expériences in vitro
Ead (antisens) 
T35’ (sens)
5’- GAGTTTGTCCTCAACCGCGA -3’
5’- GGGAACAAAAGCTGGGTACCG -3’
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Séquence des oligos pour RT-PCR des expériences TOSE
54C618 (sens) 5 CT CCC AT AT GT CC AG ATT CT CTT -3 ’
541C1120 (antisens) 5’- CT AC AAC ACCCTT CT C AC AG -3’
Reprogrammation de l’épissage
Séquences des oligos d’ARN TOSE
TOSE SMN2 ASO 5’- AGUAAGAUUCACUUU -3’
TOSE SMN2 ASO Tail 5’- UGUGUGUGUGUGUGUGUGUGAGUAAGAUUCACUUU -3’
2.3 Gels de protéines
Les gels de protéines ont été effectués en ajoutant du colorant Laemli 2X (20% glycérol, 
10% P-mercaptoéthanol, 4,6% SDS, 125 mM de Tris-HCl (pH 6,8) et 0,1% de bleu de 
bromophénol) avec la quantité voulue de protéines ou d’extrait cellulaire. Les échantillons 
ont été chargés sur gel d’acrylamide (29 :1, acrylamide, Bis-acrylamide) de 12%. Après la 
migration, les protéines sont révélées dans une solution de bleu de Coomassie (0,1% 
Coomassie Brilliant R Blue, 45% méthanol, 10% acide acétique) pendant environ 15 
minutes. Le gel est ensuite lavé dans une solution décolorante (10% méthanol, 10% acide 
acétique) jusqu’à la décoloration voulue.
2.4 Immunobuvardage de type Western
Les protéines sont préalablement migrées sur gel SDS-Page et sont ensuite transférées sur 
membrane de nitrocellulose Hybond C (Amersham) avec un tampon de transfert (1,45% 
(P/V) glycine, 0,3% (P/V) Tris-base et 25% méthanol) pendant 6 heures à 70V à 4 °C. La 
membrane est ensuite lavée dans du TBS (0,24% (P/V) Tris-HCl, 0,8% (P/V) NaCl, ajusté 
à pH 8,0) pendant 5 minutes. La membrane est ensuite incubée pendant lh30 à 4 °C avec 
du TBST (TBS + 0,05% Tween 20, 5% lait en poudre). Après le blocage, la membrane est
43
incubée avec l’anticorps à la concentration choisie à température pièce pendant lh30 ou 
pendant la nuit à 4°C. La membrane est lavée à deux reprises avec du TBST et l’anticorps 
secondaire est ajouté à concentration désirée. La membrane est incubée avec l’anticorps 
secondaire à température pièce pendant 1 heure. La détection est réalisée avec les produits 
ECL (Amersham Biosciences) selon les directives de la compagnie.
2.5 Transcription in vitro
Deux protocoles distincts ont été utilisés pour la transcription in vitro des plasmides (-/-), 
(+/-), (-/+), (+/+), (S6/-) et (++/-). Les deux protocoles nécessitent la linéarisation de ces 
plasmides par l’enzyme de restriction Seal préalablement à la transcription.
La transcription tiède est réalisée afin de générer les transcrits peu radiomarqués qui seront 
utilisés lors de l’épissage in vitro. Chaque pré-ARNm a été produit par l’ARN polymérase 
T3 (Promega) dans les conditions suivantes : lpg  de plasmide linéarisé est ajouté à x pi 
d’H20 , lOpl de tampon SP6 5X (1M Tris-HCl pH 7,5, 1M MgCl2, 1M spermidine et 1M 
DTT), 5pl de rNTP (5mM rATP, 5mM rCTP, 5mM rGTP), 5pl d’UTP 5mM, 4pl de coiffe 
m7G(5’)ppp(5’)G (2,5mM, New England Biolabs), 40U de RNAGuard (40U/pl, 
Invitrogen), 17U de T3 RNA polymérase (17U/pl, Promega) et 0,25pl d ’a 32P-UTP 
(800Ci/mmol, PerkinElmer life science), l’ensemble des constituants totalisant un volume 
de 50pl.
La transcription chaude est réalisée afin de générer des transcrits hautement radiomarqués 
qui seront utilisés pour les réactions de protection à la RNase H. Chaque pré-ARNm a été 
produit par l’ARN polymérase T3 dans les conditions suivantes : lpg  de plasmide linéarisé 
est ajouté à l,25pl d’H20 , l,25pl de tampon SP6 5X (1M Tris-HCl pH 7,5, 1M MgCl2, 1M 
spermidine et 1M DTT), 0,625pl de rNTP (5mM rATP, 5mM rCTP, 5mM rGTP), 0,625 pl 
d ’UTP 100 pM, 0,25 pl de coiffe m7G(5’)ppp(5’)G (2,5mM, New England Biolabs), 10U 
de RNAGuard (40U/pl, Invitrogen), 4,25U de T3 RNA polymérase (17U/pl, Promega), 
l,25pl d’a32P-UTP (800Ci/mmol, PerkinElmer life science), l’ensemble des constituants 
totalisant un volume de 6,55pl.
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Pour les deux types de réactions de transcription in vitro, les réactions ont été incubées lh  à 
37°C et chargées sur un gel d ’acrylamide (38 :2) dénaturant (8M Urée). La bande 
correspondant aux ARNs pré-messagers est découpée. Les ARNs sont récupérés dans 
500pl de tampon d’extraction (0,3 M d ’acétate de sodium, 0,2% de SDS), purifiés 2 fois 
avec 500 pl de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25 :24 :1) puis précipités dans 1ml 
d ’éthanol absolu. Les ARNs sont resuspendus dans l’eau nanopure et conservés à -80°C.
2.6 Extraction d’ARN total
Les ARNs totaux sont extraits au Trizol (Invitrogen) des cellules HeLa S3, Skov ipl, smn77 
et smnl3 selon les directives du fabricant et resuspendus dans lOpl d ’H20 . Les ARNs 
totaux sont traités avec 1U de DNAsel (lU /pl, Fermentas) pendant 30 minutes à 37°C. La 
DNase est inactivée par l’ajout de 1 pl d ’EDTA 25mM et l’incubation à 65°C pendant 10 
minutes.
2.7 Épissage in vitro
Pour une réaction d’épissage in vitro, entre 2 et 5fmol de transcrit sont incubés en présence 
de 2,5pl d’extrait nucléaire de cellules HeLa S3 (Dignam, Lebovitz, & Roeder, 1983), 
8,5pl d ’un tampon d’épissage (0,5 mM de rATP, 3,2 mM de MgCl2 20 mM de créatine 
phosphate, 1U de créatine kinase, 2,6% de PVA, 1,7 mM de DTT, 0,7 U de RNAGuard 
(Roche), 5% de Tampon D) et de 2,5pl de protéines ou d ’oligos (sinon tampon D) pendant 
2 heures à 30°C comme précédemment décrit (Chabot et al., 1997).
Les ARNs sont récupérés dans 500pl de tampon d ’extraction (0,3 M d ’acétate de sodium, 
0,2% de SDS), purifiés avec 500 pl de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25 :24 :1) 
et précipité dans 1ml d’éthanol absolu. Les ARNs sont resuspendus dans 8 pl d ’H20 .
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2.8 Protection par le snRNP U1
Des extraits nucléaires de cellules HeLa S3 (Yang et al., 1994) sont utilisés afin de produire 
un extrait mock et un extrait AU1, dont le snRNP U1 est non-fonctionnel. Les constituants 
du tableau 1 ci-dessous composent une réaction de protection
Volume Composant Concentration de départ
4 pl Extrait Nucléaire (Chabot et al., 1997)
0,5 pl rATP 12,5 mM
0,5 pl MgCl2 80 mM
0,5 pl Créatine phosphate 0,5 M
2,5 pl PVA 13%
0,25 pl DTT 0,1 M
0,25 pl RNAGuard 40 U/pl
0,25 pl KC1 1 M
1,375 pl Tampon D (Chabot et al., 1997)
0,25 pl RNase H 5U/pl
Tableau 1 : Constituants d’une réaction de protection par snRNP U1
/
À ces composants est ajouté l,25pl de l’oligo 5’U1, qui cible la partie 5’ de l’ARN du 
snRNP U l, pour l’extrait ÀU1 et l,25pl de l’oligo GE1, oligo contrôle, pour l’extrait mock. 
Les extraits sont incubés à 30°C pendant 20 minutes. Les essais de protection à la RNase H 
sont réalisés en incubant 12pl d ’extrait mock ou AU1 avec lp l d ’ARN radiomarqué 
(30 000 CPM/pl) et 1 pl de créatine kinase (lU/pl). À chaque essai est ajouté un volume de 
2,5pl de tampon D ou de protéines. Les extraits sont ensuite incubés pendant 0, 5 ou 20 
minutes à 30°C puis placés sur glace. 0,75 pmol d’oligonucléotides 7A A5 ET 7B A5 sont 
ajoutés à chacune des réactions avec 2,5 U de RNase H. Les tubes sont incubés à 30 °C 
pendant 15 minutes. Ensuite, les ARNs sont récupérés dans 500pl de tampon d ’extraction 
(0,3 M d’acétate de sodium, 0,2% de SDS), purifiés avec 500pl de 
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25 :24 :1) et précipités dans 1ml d ’éthanol absolu. 
Les ARNs sont resuspendus dans 7 pl de tampon formamide, déposés sur gel d ’acrylamide
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dénaturant (24 M urée) puis migrés dans un tampon IX Tris-Borate-EDTA pendant 2 
heures à 24W.
2.9 Transfection transitoire de plasmides dans des cellules
Les cellules HeLa S3 ont été maintenues en culture à 37°C (5% CO2) dans du milieu 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplémenté avec 10% de sérum foetal 
bovin (FBS). 5 X 105 cellules ont été déposées dans des puits 60 mm et, après 48 h, 1 pg 
d ’ADN et 4pl de polyéthyleneimide (1 pg/pl) (Polysciences inc) contenu dans un volume 
final de 200pl d’Opti-MEM ont été ajouté aux cellules contenant déjà 500pl de DMEM. 
Après 4 heures, 1,5ml de DMEM est ajouté aux cellules. 24 heures post-transfection, les 
cellules sont récoltées et l’ARN complet est extrait au Trizol.
2.10 Transfection des oligos TOSE
Les cellules sma77 ont été maintenues en culture à 37°C (5% CO2) dans du milieu 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplémenté avec 10% de sérum fœtal 
bovin. (FBS). 5 X 105 cellules sont déposées dans des puits 60 mm et près 48 heures 400 
nM d’oligonucléotides sont transfectés avec la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les 
directives du fabricant. L’ARN total des cellules à été récolté 24 h post-transfection et les 
échantillons envoyés à la plateforme de génomique fonctionnelle de l ’Université de 
Sherbrooke (LGFUS). Les échantillons ont été reverse-transcrits et amplifiés par RT-PCR 
puis migrés sur électrophorèse par capillaire automatisé (Caliper, Hopkinton, MA).
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2.11 Détection des produits d’épissage par RT-PCR
Les ARNs pré-messagers des transcrits Dup 5.1 et p45 ont été détectés par RT-PCR suivant 
l’extraction d’ARN total, lp l d’ARN est incubé avec 0,5pl de tampon 10X (Omniscript, 
Qiagen), 0,5pl de dNTPs (0,5mM), 0,075pl de RNase Out (Roche), 0,2pl d ’oligonucléotide 
antisens (lOpM) et 0,25 pl de transcriptase inverse (Omniscript, Qiagen) dans un volume 
total de 5 pl. Les réactions sont incubées pendant 1 heure à 37°C. Ensuite, lp l de cDNA est 
incubé avec 2,5pl de tampon 10X (NEB), 0,2pl de dNTP (lOmM), 0,5pl de chaque amorce 
(lOpM), 1 U de TAQ polymérase (NEB) et 0,1 pl d ’adCTP (Fischer). Les réactions suivent 
le protocole PCR suivant :
94 °C 
94 °C 
60 °C 
72 °C 
72 °C
2 min 
30 sec 
30 sec 
30 sec 
5 min
>■ 35 cycles
Les échantillons amplifiés sont migrés sur gel d ’àcrylamide (29 :1) non-dénaturant et 
visualisés par autoradiographie.
2.12 Construction d’une lignée stable inductible pour la déplétion de 
TDP-43
Le système permettant la déplétion de TDP-43 est constitué des plasmides pTer + et 
pCDNA 6/TR. Le plasmide pTer +, dans lequel la séquence shARN est insérée, contient un 
promoteur H l, qui est inhibé par le répresseur Tet, encodé sur le plasmide pcDNA 6/tr. Ce 
dernier exprime le répresseur via le promoteur CMV, menant à l’inhibition de l’expression 
du shARN en condition normale. L ’ajout de doxicycline permet de lever la répression du 
plasmide pTer + et permet donc l’expression du shARN et la déplétion subséquente de la 
protéine visée. Le clonage des séquences shARNs a été décrit précédemment dans la 
section « constructions plasmidiques ». Les transfections des plasmides ont été effectuées 
comme décrit dans la section « Transfection transitoire de plasmides », à l ’exception
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qu’après 4 heures d ’incubation avec la mixture de transfection, 1,5 ml de milieu DMEM 
contenant 400 pg/ml de zéocine et 3 pg/ml de blasticidine est ajouté. Cette sélection permet 
de recueillir seulement les cellules ayant inclues les deux plasmides. Ces cellules sont rares 
et donc isolées. Après quelques jours d ’incubation il y a présence d ’amas de cellules qui 
chacun provienne d’une cellule unique contenant les deux plasmides. Ces amas constituent 
différents clones qui seront récupérés et remis en culture séparément. Ces clones sont 
ensuite induits avec l,5pg/ml de doxicycline afin de provoquer la déplétion de TDP-43 par 
interférence à l’ARN. Différents temps d ’induction ont été testés et le temps optimal est dè 
5 jours pour tous les clones testés.
49
3 RÉSULTATS
3.1 L’insertion de sites de haute affinité pour TDP-43 modifie le profil 
d’épissage in vivo
Dans le but de comprendre le mécanisme moléculaire de la régulation de l’épissage 
alternatif par la protéine TDP-43, nous avons utilisé un ARN pré-messager modèle dérivé 
du gène de la P-globine, Dup 5.1, précédemment décrit (Black et al. 1997), que nous avons 
étudié in vivo. Ce pré-ARNm porte un événement d’épissage alternatif de type exon 
cassette et est ici nommé (-/-) puisque nous n’y avons inséré aucun site de liaison de haute 
affinité pour TDP-43 (Fig. 1A). En insérant des sites de liaison à TDP-43 constitués de 
treize répétitions du dinucléotide (UG), nous avons généré trois variants soit (+/-), (-/+) et 
(+/+) (Fig. 1B) reflétant la localisation des sites de liaison à TDP-43 relativement à l ’exon 
alternatif central. Les sites (UG)13 insérés en amont et en aval de l’exon alternatif sont 
situés à 90 nt et 42 nt, respectivement, de leur site 5’ d’épissage le plus près (Fig. 1C).
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Figure 1 : ARN pré-messager modèle utilisé dans un système in vivo afin de déterminer 
l’impact de l’insertion de sites de haute affinité à TDP-43, (UG)13, sur le profil d’épissage. 
A. Le transcrit (-/-) porte un événement d’épissage alternatif de type exon cassette. B. 
Transcrits mutants (+/-)*.(-/+) et (+/+) générés par insertion de sites (UG)13. C. Localisation 
des sites de liaison (UG)13.
Les ADN plasmidiques encodant les transcrits (-/-), .(+/-), (-/+) et (+/+) sont transfectés 
dans des cellules HeLa S3. L’ARN total est récupéré après 24 h. Les isoformes long et 
court, reflétant respectivement l’inclusion et l’exclusion de l’exon alternatif, sont amplifiées 
par RT-PCR et visualisés sur gel d’acrylamide non-dénaturant (Fig. 2A). Cette approche ne 
permet pas une quantification absolue de chacun des isoformes, mais permet de quantifier 
la proportion relative de chaque isoforme [isoforme court/ (isoforme court + isoforme 
long)] X 100. Ce ratio exprime un pourcentage normalisé d ’exclusion de l’exon alternatif 
(Fig 2B).
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N =  2
Figure 2 : Épissage alternatif in vivo des transcrits (-/-), (+/-), (-/+) et (+/+). A. Isoformes 
amplifiées par RT-PCR 24h post-transfection dans des cellules HeLa S3 et visualisées sur gel 
d’acrylamide non-dénaturant. B. Pourcentage normalisé d’exclusion de l’exon alternatif attribuable 
à chacun des transcrits visualisés en A pour un duplicata biologique.
Nous observons un profil correspondant à environ 50% d’exclusion de l’exon alternatif 
pour le transcrit contrôle (-/-). La présence d’un site de liaison à TDP-43 en amont de 
l’exon alternatif, (+/-) provoque un changement du profil d’épissage en faveur de 
l’isoforme court (puits 2) élevant le pourcentage d ’exclusion de l’exon alternatif à environ 
80%. La présence d’un site de liaison à TDP-43 en aval de l’exon alternatif, (-/+), stimule 
la formation de l’isoforme long, diminuant ainsi le pourcentage d ’exclusion de l’exon 
alternatif à moins de 10%. La présence de sites de liaison à TDP-43 de part et d’autre de 
l’exon alternatif, (+/+), provoque une importante stimulation de l’exclusion dé l’exon 
alternatif, plus de 90%.
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Ainsi, l’insertion de sites de liaison à TDP-43 localisés à différentes positions sur l ’ARN 
pré-messager se traduit par d’importants changements du profil d’épissage relativement au 
contrôle (-/-). Toutefois, il demeure impératif de vérifier si ces effets sur le profil d’épissage 
sont dépendants de TDP-43.
À cette fin, nous avons généré une lignée cellulaire (HeLa/shTBP-43) qui lorsqu’induite 
avec de la doxicycline va exprimer un shRNA ciblant TDP-43 et provoquer sa dégradation 
par le processus d’interférence à l’ARN. Cette approche va permettre de dépléter TDP-43. 
La déplétion de TDP-43 considérée comme optimale est obtenue après un temps 
d’induction à la doxicycline de 5 jours (Fig 3). La visualisation de la baisse du niveau 
d’expression est réalisée par immunobuvardage de type western.
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Figure 3 : Visualisation du niveau d ’expression protéique de TDP-43 par
immunobuvardage de type western. L’ajout de doxicycline pendant 48h, 72h et 5 jours 
induit la baisse du niveau d ’expression de TDP-43 (I shTDP-43, puits 2, 4 et 6) 
comparativement à leur puits contrôle respectifs (NI puits 1, 3 et 5). Cette diminution est 
évaluée à environ 60% après 5 jours d’induction. Cette approximation est réalisée en dosant 
les intensités normalisées des bandes à l’aide du logiciel Image Quant. Nous pouvons 
générer un pourcentage de déplétion selon la formule suivante: [100-((Induite / Non- 
induite) X I00)].
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Les plasmides (-/-), (+/-), (-/+) et (+/+) sont transfectés dans la lignée cellulaire 
HeLa/shTDP-43 non-induite (Fig. 4A, puits 1, 3, 5 et 7), ou induite, (Fig. 4A, puits 2, 4, 6 
et 8) pour la déplétion de TDP-43. Nous observons pour le transcrit (-/-) un pourcentage 
d’exclusion d’environ 20% et cette valeur ne change pas lors de l’induction qui provoque la 
déplétion de TDP-43 (Fig. 4A, puits 1 et 2). Pour le transcrit (+/-), en condition de non- 
induction (Fig. 4A, puits 3), nous observons un pourcentage d ’exclusion de près de 70%. 
Lorsque les niveaux de TDP-43 sont réduits, ce pourcentage d’exclusion diminue à une 
valeur similaire au contrôle (-/-), soit 20% (Fig 4A, puits 4). Le transcrit (-/+) a un 
pourcentage d’exclusion de moins de 10% lorsque TDP-43 n’est pas déplétée (Fig 4A, 
puits 5). Toutefois, il n’y a pas de hausse significative du pourcentage d ’exclusion suite à la 
déplétion de TDP-43 (Fig. 4A, puits 6). En condition normale, le pourcentage d ’exclusion 
du transcrit (+/+) est de plus de 90% (Fig, 4A. puits 7), mais en condition de déplétion de 
TDP-43, ce pourcentage d’exclusion ne diminue pas de façon significative, demeurant 
autour de 90% (Fig. 4A, puits 8).
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Figure 4 : Épissage alternatif in vivo des transcrits (-/-), (+/-), (-/+) et (+/+) dans des cellules 
HeLa/shTDP-43 non-induites (—) et induites (—). A, Amplification des isoformes par RT-PCR 
24h post-transfection et visualisation sur gel d’acrylamide non-dénaturant. B. Pourcentage 
normalisé d’exclusion de l’exon alternatif pour un triplicata biologique de chacun des transcrits 
visualisés en A.
3.2 L’insertion de sites de haute affinité pour TDP-43 modifie le profil 
d’épissage in vitro
L’étude de la régulation de l’épissage alternatif par TDP-43 dans le système in vivo décrit 
dans la section précédente suggère que cette protéine peut moduler significativement le 
profil d’épissage du transcrit Dup 5.1. Cependant, plusieurs mécanismes moléculaires 
peuvent expliquer les résultats observés in vivo. Nous avons deuxièmement choisi d ’étudier 
l’épissage dans un contexte in vitro. Afin de pouvoir contrôler les paramètres de la réaction
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d’épissage et ainsi progresser vers une compréhension de la mécanistique, dans ce système 
nous étudierons la régulation de l’épissage alternatif de l’ARN pré-messager (553, (Nasim 
et al., 2002)) dérivé du gène codant pour la protéine hnRNP Al. Ce transcrit porte deux 
sites 5’ d’épissage en compétition. La version non-modifiée (Fig. 5A) est nommée ici 553(- 
/-) puisque nous n ’y avons inséré aucun site de liaison de haute affinité pour TDP-43. En 
insérant par clonage des sites de liaison à TDP-43 (U G )l3, nous avons généré les variants 
553(+/-), 553(-/+) et 553(+/+) reflétant la localisation des sites de liaison à TDP-43 
relativement au sites d’épissage 5’ (Fig. 5B). Les sites pour TDP-43 sont situés à 30 nt en 
aval de chaque site d’épissage 5’ (Fig. 5C).
5’SS 5’SS
Distal Proximal
I H  - ------■ ■  553 (-/+)
30 nt 30 nt
Figure 5.: ARN pré-messager modèle utilisé dans un système in vitro afin de déterminer 
l’impact de l’insertion de sites de haute affinité à TDP-43, (UG)13, sur l’utilisation des sites 
d’épissage 5’. A. Le transcrit 553 (-/-) porte deux sites d’épissage 5’ en compétition. B. Les 
transcrits 553(+/-), 553(-/+) et 553(+/+) sont générés par insertion de sites (UG)13. C. 
Localisation des sites de liaison (UG)13
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Le transcrit contrôle 553(-/-) ainsi que les transcrits mutants 553(+/-), 553(-/+) et 553(4/4) 
sont synthétisés par transcription in vitro. Ces pré-ARNm sont ensuite incubés dans un 
extrait nucléaire de cellules HeLa pendant 2 heures. Les deux isoformes sont amplifiées par 
RT-PCR et visualisées sur gel d’acrylamide non-dénaturant (Fig. 6A). Cette approche ne 
permet pas une quantification absolue de chacun des isoformes, mais permet de quantifier 
la proportion relative de chaque isoforme [isoforme court/ (isoforme court + isoforme 
long)] X 100. Ce ratio exprime un pourcentage normalisé d ’exclusion du site d ’épissage 5’ 
proximal (Fig 6B).
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Figure 6 : Épissage alternatif in vitro des transcrits 553(-/-), 553(4-/-), 553(-/+) et 553(+/+). 
A. Isoformes visualisés par RT-PCR dont la taille de l’isoforme long est de 279 nt pour les 
transcrits 553(-/-) et 553(-/+), et de 305 nt pour les transcrits 553(4/-) et 553(4/4). La taille 
de l’isoforme court est de 134 nt pour tous les transcrits. B. Pourcentage normalisé 
d’exclusion du site d’épissage 5’ proximal attribuable à chacun des transcrits visualisés en 
A pour un quadruplicata biologique.
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L’épissage du transcrit contrôle 553(-/-) génère un pourcentage d ’exclusion du site 
d ’épissage 5’ proximal de moins de 10% (Fig. 6A puits 1). Pour le transcrit 553(+/-), la 
présence d’un site en amont de l’exon alternatif promeut l ’exclusion du site d’épissage 5 ’ 
proximal avec un pourcentage d’environ 45% (Fig. 6A puits 2). Nous n ’observons aucune 
différence significative du profil d’épissage du transcrit 553(-/+) (Fig. 6A puits 3) 
comparativement au contrôle 553(-/-). Un changement plus drastique du profil d ’épissage 
est observé dans le cas du transcrit 553(+/+) donnant un pourcentage d ’exclusion de près de 
90%.
Ces résultats suggèrent que TDP-43 peut moduler la régulation de l’épissage alternatif du 
transcrit 553. Une façon de déterminer si ces effets ne sont pas causés par un changement 
de structure de l ’ARN pré-messager, mais par un facteur trans, est de faire un essai de 
compétition avec un oligo d’ADN représentant le site de liaison utilisé. TDP-43 est reconnu 
pour lier l’ADN simple brin avec autant d’affinité que l ’ARN (Buratti & Baralle, 2001). 
Nous avons procédé à des réactions d’épissage in vitro avec les transcrits 553(-/-), 553(+/-) 
et 553(+/+), auxquelles sont ajoutés l’oligo d’ADN (TG)13 aux concentrations suivantes; 0, 
50, 100, 250 ou 500 nM (Fig. 7). Le pourcentage d’exclusion du transcrit contrôle 553(-/-) 
sans ajout d’oligo est de 10%. L’ajout d ’oligo d’ADN n ’influence pas le profil d’épissage 
aux concentrations 50 et 100 nM (Fig. 7 puits 2 et 3), mais le diminue légèrement à 
concentration 250 nM et 500 nM (Fig. 7 puits 4 et 5). L’ajout de 50 et 100 nM fait passer le 
pourcentage d’exclusion de 50% approximativement à 60% (Fig. 7 puits 7 et 8), mais des 
concentrations plus élevées (250 et 500 nM) réduisent ce pourcentage à des valeurs 
avoisinant les 30% (Fig 7 puits 9 et 10). Pour le transcrit 553(+/+), l ’ajout d’oligo à des 
concentrations de 50 et 100 nM diminue faiblement le pourcentage de départ à 70% et les 
concentrations plus élevées de 250 et 500 nM font chuter ce pourcentage à près de 30%, 
soit une perte nette de 45%.
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Figure 7 : Essai d’épissage alternatif in vitro avec ajout oligos d’ADN (TG)13. A. Les 
transcrits 553(-/-), 553(+/-) et 553(+/+) ont été incubés en présence d ’un extrait nucléaire 
de cellules HeLa S3 ainsi que de 0, 50, 100, 250 ou 500 nM d’oligp d ’ADN (TG)13. B. 
Pourcentage normalisé d’exclusion du site d’épissage 5’ proximal attribuable à chacun des 
transcrits visualisés en A.
Ces résultats suggèrent que l’oligo (TG)13 séquestre un facteur qui neutralise en partie 
l’effet de la séquence (UG)13 insérée. Afin de vérifier si ce facteur est la protéine TDP-43 
et que les effets induits par la présence de sites de liaison sont affectés par la présence de 
cette protéine, nous avons effectué un épissage alternatif in vitro en utilisant un extrait 
nucléaire provenant de cellules déplétées partiellement de TDP-43.
Des extraits nucléaires à partir de la lignée HeLa/shTDP-43 ont été produits. Nous avons 
utilisé un extrait nucléaire non-induit comme contrôle (Fig. 8 puits 5) et un extrait nucléaire 
induit pour la déplétion de TDP-43 (Fig. 8 puits 6).
59
48h 72h 5 J
ro  en ro
'T  tF r f
Figure 8 : Visualisation du niveau d’expression protéique de TDP-43 par
immunobuvardage de type western. L ’ajout de doxicycline pendant 48h 72h et 5 jours 
induit la baisse du niveau d’expression de TDP-43 (I shTDP-43, puits 2, 4 et 6) 
comparativement à leur puits contrôle respectifs (NI puits 1, 3 et 5). Cette diminution est 
évaluée à environ 50% après 5J d’induction. Cette approximation est réalisée en dosant les 
intensités normalisées des bandes à l’aide du logiciel Image Quant. Nous pouvons générer 
un pourcentage de déplétion selon la formule suivante : [100-((Induite / Non-induite) 
X I00)].
Après épissage alternatif in vitro de 2h, les isoformes sont amplifiées par RT-PCR et 
visualisées sur gel d’acrylamide non-dénaturant (Fig 9). Les pourcentages normalisés 
d’exclusion du site d’épissage 5’ proximal pour chacun des transcrits sont indiqués (Fig 9). 
Le transcrit 553(-/-) présente un pourcentage d ’exclusion d ’environ 30%, qui augmente à 
près de 50% en condition de déplétion de TDP-43 (Fig 9 puits 1 et 2). La présence d ’un site 
de haute affinité pour TDP-43 en amont du site d’épissage 5’ proximal (553(+/-)) provoque 
une hausse de l’exclusion à 90% en condition normale et une baisse à 70% lorsque TDP-43 
est déplétée (Fig 9 puits 3 et 4). Nous observons un profil très similaire lorsque deux sites 
de liaison à TDP-43 sont présents de part et d’autre du site d ’épissage 5’ proximal (553 
(+/+)) soit 90% d ’exclusion en condition normale et 70% en condition de déplétion de
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TDP-43. Donc, l’augmentation de l ’exclusion est dépendante de TDP-43, puisque les effets 
provoqués par la présence de sites de haute affinité à TDP-43 semblent diminuer avec la 
déplétion partielle de TDP-43.
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Figure 9 : Épissage alternatif in vitro des transcrits 553(-/-), 553(+/-) et 553(+/+) dans des 
extraits nucléaires de la lignée HeLa/shTDP-43 non-induite (—) et induite (—). A. 
Amplification des isoformes par RT-PCR et visualisation sur gel d’acrylamide non-dénaturant. B. 
Pourcentage normalisé d’exclusion de l’exon alternatif pour chacun des transcrits visualisés en A.
Nous avons observé des effets importants sur le profil d’épissage lorsqu’il y a présence de 
site de liaison à TDP-43 en amont et de part et d’autre de l’exon alternatif. Afin de mieux 
caractériser les mécanismes de régulation, nous avons procédé à un essai « Time-course »
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(Fig. 10) qui permet d’étudier la cinétique de l’épissage alternatif. Cet essai a été réalisé sur 
le transcrit contrôle 553(-/-) (Fig. 10A) et les trois variants 553(+/-) (Fig. 10B), 553(-/+) 
(Fig. 10C) et 553(+/+) (Fig. 10D). Nous présentons un exemple typique de cet essai dont 
les tendances sont observables à travers tous les essais. L’utilisation d ’extraits nucléaires 
différents pour chacun des essais rend impossible la compilation des résultats. Chacun des 
quatre transcrits a été incubé en présence d’un extrait nucléaire de cellules HeLa S3 
pendant des temps d’incubation de 15, 30, 45, 60, 75, 90 et 120 minutes. Les isoformes ont 
été amplifiés par RT-PCR et visualisés sur gel d’acrylamide non-dénaturant. Il est à noter 
qu’une incubation de 0 minute a été effectuée seulement pour le transcrit 553(-/-) (Fig 10A 
puits 1) afin de s’assurer que les bandes visualisées sur gel d’acrylamide associées aux 
deux isoformes sont dépendantes d ’une incubation à 30 °C. Le pourcentage normalisé 
d’exclusion du site d’épissage 5’ proximale pour chacune des réactions présentant une 
efficacité d’épissage d’au moins 10% est présenté sous chaque puits (Fig. 10). La première 
observation est que le temps d’incubation requis pour chacun des transcrits atteignent ce 
10% d’efficacité d ’épissage. De façon générale, le pourcentage de l ’efficacité d’épissage 
est plus faible pour le transcrit 553(-/-), pour lequel l ’atteinte d’un 10% d’efficacité se fait 
après 45 minutes d’incubation (Fig. 10A puits 4). Quant aux transcrits 553(+/-) et 553(+/+), 
le temps d’incubation requis pour obtenir une efficacité d ’au moins 10% est de 30 minutes 
pour les 2 unités. Cette différence d’efficacité est une caractéristique observée dans tous 
les extraits utilisés, quoique plus prononcée dans certaines expériences. Pour le transcrit 
553(-/-), nous observons l ’apparition majoritaire de l’isoforme court, près de 70% 
d’exclusion de l’exon alternatif, après 45 minutes d’incubation (Fig. 10A puits 4). Ce 
pourcentage diminue dans le temps pour atteindre un minimum de près de 30% après 2 
heures d’incubation. Nous observons la même tendance avec 553(+/-), avec un 
pourcentage d’exclusion maximal de plus de 95% après 45 minutes et une faible diminution 
de ce pourcentage jusqu’à une valeur de 80% après une incubation de 120 minutes. Pour le 
transcrit 553(+/+), nous observons une efficacité d ’épissage de 10% après 30 minutes et 
que le pourcentage d’exclusion de l’exon alternatif augmente dans le temps jusqu’à un 
maximum de plus de 90% après 120 minutes d’incubation. Donc, la présence d’un site 
(UG)13 en aval du site d’épissage 5’ distal stimule son utilisation. La présence d’un second 
site provoque aussi une forte utilisation du site d ’épissage 5 ’ distal, mais le « tim ing»
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d’utilisation est différent, ce qui suggère que les mécanismes opérant dans les transcrits 
553(+/-) et 553(+/+) seraient différents.
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Figure 10 : «Time-côurse » de l’épissage alternatif in vitro du transcrit contrôle 553(-/-) 
(A) et de 3 variants, 553(+/-) (B), 553(+/+) (C). Le transcrit contrôle 553(-/-) est incubé 
avec un extrait nucléaire de cellules HeLa S3 pendant 0, 15, 30, 45, 60, 75 , 90 ou 120 min 
(Fig. 10A puits 1 à 8) alors que les transcrits variants 553(+/-) et 553(+/+) sont incubés en 
présence de cet extrait nucléaire pour des temps de 15, 30, 45, 60, 75, 90 et 120 min (Fig. 
10B-C puits 1 à 7). Notez que la réaction d’épissage de 90 minutes du transcrit 553(+/+) est 
invalide (Fig 10C puits 6).
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3.3 TDP-43 augmente l’occupation du facteur snRNP U1 au site 
d’épissage 5’ en amont
Différents mécanismes pourraient expliquer les effets observés sur le profil d’épissage lors 
de l’insertion de sites de haute affinité pour TDP-43 dans l’ARN pré-messager 553. Pour le 
transcrit 553(+/-), la stimulation de l ’exclusion du site d ’épissage 5’ proximal pourrait être 
expliquée par une augmentation de la liaison du facteur snRNP U1 au site d ’épissage 5 ’ 
distal. Quant au transcrit 553(+/+), le mécanisme du looping out pourrait expliquer la 
différence de « Timing ». Afin de vérifier ces hypothèses, nous avons procédé à un essai de 
protection par le facteur snRNP U l. Cet essai permet de vérifier si on peut associer un 
changement du profil d’épissage à un changement d’occupation du facteur U l au site 
d ’épissage 5’ distal. Cet essai consiste à incuber les trois transcrits 553(-/-), 553(+/-) et 
553(+/+) avec un extrait nucléaire contenant le snRNP Ul pouvant être recruté aux sites 
d ’épissage 5’ sur le transcrit. Nous voulons ainsi étudier la différence d ’occupation du 
snRNP Ul au site d’épissage 5’ distal entre les trois transcrits. Afin de visualiser cette 
occupation, des oligonucléotides d’ADN sont ajoutés après l’incubation avec l’extrait 
nucléaire. Ces oligos pourront lier les sites d ’épissages 5’ libres de U l et l ’ajout de RNase 
H, qui clivera l’ARN du duplexe ADN-ARN, permetant ainsi de visualiser des ratios 
d’occupation de Ul à chacun de sites d’épissage 5’.
Lorsque nous procédons à un essai de protection par snRNP U l, il est impératif de réaliser 
parallèlement une réaction d ’épissage in vitro dans le but de s’assurer que les sites de 
liaison à TDP-43 sont toujours actifs. Dans cette réaction d ’épissage in vitro (Fig. 11), le 
transcrit 553(-/-) a un pourcentage d ’exclusion de 40%. Ce pourcentage augmente 
significativement à 87% pour le transcrit 553(+/-). On observe aussi une hausse du 
pourcentage d’exclusion pour le transcrit 553(+/+) à 88%. Les protéines SR sont reconnues 
pour stimuler la liaison de U l snRNP au site d’épissage 5’ proximal de ce transcrit (Chabot 
et al., 1997), favorisant l’utilisation du site d’épissage 5’ proximal. Afin de valider la 
réponse des transcrits aux protéines SR, nous avons testé le transcrit 553(+/-). L ’ajout de
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protéines SR dans la réaction d’épissage force l ’utilisation du site proximal et réduit le 
pourcentage d’exclusion à 52%.
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Figure 11 : Épissage in vitro de 2h des transcrits 553(-/-), 553(+/-) et 553(+/+) effectué 
parallèlement à la réaction de protection par snRNP U l. Les isoformes sont visualisés par 
RT-PCR et les pourcentages d’exclusion du site d’épissage 5’ proximal sont inscrits au bas 
de la figure.
Comme les effets sur le profil d’épissage correspondent à ceux visualisés précédemment 
(Fig. 6), nous avons procédé à l’étude de l’occupation du snRNP U l aux sites d’épissage 
5’. L’ARN pré-messager est incubé pendant 0, 5 ou 20 minutes dans un extrait nucléaire 
qui contient les snRNPsUl. Quatres populations distinctes d ’occupation sont en principe 
observées (Fig. 12). L’incubation de 0 minute correspond à une incubation gardée sur 
glace. À 4°C, l’ATP n ’est pas utilisée et il n’y a pas d’assemblage du spliceosome. Le 
profil correspond donc uniquement à la liaison de U l et non à la contribution de complexes 
spliceosomaux plus avancés. Aux temps d’incubation de 5 et 20 minutes, des complexes 
spliceosomaux sont formés sur le transcrit. Ces larges complexes peuvent influencer la
65
liaison et la stabilité du facteur snRNP U l aux sites d’épissage 5’. Ainsi, ce sont les 
données sur glace qui permettent de déterminer si la liaison de snRNP U l aux sites 
d’épissage 5’ est affectée par la présence de TDP-43. Les données des temps d’incubation 5 
et 20 minutes permettent de voir si les pourcentages des différentes populations 
d’occupation du snRNP Ul sur le transcrit sont maintenues dans le temps.
5’SS
Distal
5’SS
Proximal
Figure 12 : Différentes populations d’occupation du facteur snRNP U l sur l’ARN pré­
messager. A. Double occupation. B. Simple occupation au 5’SS proximal. C. Simple 
occupation au site 5’SS distal. D. Aucune occupation.
Après l’incubation de l’ARN pré-messager avec un extrait nucléaire pour les temps 0, 5 et 
20 minutes, nous ajoutons deux oligos d ’ADN s’hybridant aux sites d ’épissage 5’ distal et 
5’ proximal (Fig. 12). Ces oligos d’ADN ne pourront lier le transcrit si le snRNP U l est 
présent à l’un ou l’autre des sites d’épissage 5’. L’ajout de l’enzyme RNase H clive l ’ARN 
du duplex pré-ARNm/ADN, générant ainsi des fragments de différentes tailles qui seront 
séparés sur gel d’acrylamide dénaturant (8M urée) (Fig. 13). Les bandes seront dosées afin
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d ’attribuer un pourcentage à chacune des populations d’occupation par le complexe snRNP 
U l. Cette expérience à été réalisée pour les transcrits 553(-/-), 553(+/-), 553(+/+) et 553(+/- 
) + SR (Fig. 13). Les pourcentages sont rapportés dans le tableau 2 pour chacun des 
transcrits 553(-/-), 553(+/-), 553(+/+) et 553(+/-) + SR.
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Figure 13 : Essai de protection par snRNP U l. Les transcrits sont incubés 0, 5 ou 20 
minutes avec un extrait nucléaire de cellules HeLa S3. Deux oligos d’ADN liant les sites 5’ 
d ’épissage sont ajoutés ainsi que l’enzyme RNase H qui clive l’ARN du duplex ARN- 
ADN. Les transcrits seront clivés à leurs sites 5’ d’épissage lorsque snRNP U l n ’est pas 
présent. Les produits de clivage générés sont séparés sur gel d ’acrylamide dénaturant (8M 
urée). Les trois bandes correspondant aux populations double protection, 5’SS proximal 
protégé et 5’SS distal protégé sont dosées.
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L’ajout de protéines SR au transcrit 553 (+/-) dans cet essai de protection constitue notre 
contrôle positif. Les protéines SR sont connues pour stimuler la liaison du snRNP U 1 au 
site d’épissage 5’ proximal. Deux populations doivent être prises en considération pour 
l’analyse de l’occupation au site 5’ proximal; la double protection et la protection au site 5 ’ 
proximal. Ces deux populations sont responsables de l’épissage au site proximal. La 
protection au site distal est responsable de l’utilisation du site d’épissage 5’ distal. Pour 
553(-/-), 45% de protection au proximal et 55% de protection au distal est le profil obtenu à 
temps 0. Les pourcentages de double protection et protection du 5’SS proximal sont de 
respectivement 14% et 11% pour le transcrit 553(+/-), soit 25% au total et donc 75% de 
protection du site 5’ distal. Pour le transcrit 553(+/-) avec ajout de protéines SR, le 
pourcentage d’occupation au proximal est d’un total de 32% donc de 68% au distal, soit 
une augmentation de 7% de protection au proximal. Cette augmentation de 7% correspond 
à une stimulation de 35% du site proximal lors de l ’épissage in vitro de ce transcrit.
Type de 
protection
553 (-/-) 553 (+/-) 553 (+/+) 553 (+/-) 
+ SR
0 5 20 0 5 20 0 5 20 0 20
Double protection 27 26 34 14 16 22 22 22 26 12 27
5'SS proximal 
protégé
18 9 10 11 6 7 14 8 7 20 12
5'SS Distal 
protégé
- 55 65 56 75 77 ' 72 64 70 66 68 61
i
Tableau 2 : Pourcentage normalisé d’occupation de snRNP U l aux deux sites d’épissage 
5’, seulement au site d’épissage 5’proximal et seulement au site d’épissage 5’ distal après 
0, 5 ou 20 minutes d’incubation avec l ’extrait nucléaire de cellules HeLa S3.
Pour 553(+/+), à temps 0, la protection au site 5’SS distal est de 64%, ce qui représente une 
valeur inférieure à 553(+/-) pour un épissage distal plus efficace. Ce paradoxe suggère que
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les mécanismes moléculaires menant à l’utilisation du site d’épissage 5’ distal sont 
différents pour 553(+/-) et 553(+/+).
De plus, les temps 5 et 20 minutes confirment que les effets observés de stimulation 
d’occupation de U l au site d’épissage 5’ distal pour le transcrit 553(+/-) sont maintenues 
dans le temps avec des différences de 12% et 18% respectivement. Pour le transcrit 
553(+/+), ces différences d ’occupation de U l au site distal sont moins marquées avec des 
augmentations de 5% et 10% pour les temps de 5 et 20 min respectivement. Néanmoins, 
nous pouvons conclure que cette différence d’occupation de Ul au site distal entre les 
transcrits 553(+/-) et 553(+/+) est maintenue dans le temps.
3.4 L ’utilisation d’un oligo bifonctionnel recrutant TDP-43 permet la 
reprogrammation du gène SMN2
Le gène SMN2 est un cas où la mutation d ’un seul nucléotide, C en T dans l ’exon 7, 
provoque l’exclusion de cet exon, qui est habituellement inclus dans la copie du gène 
SMN1. Nous avons voulu utiliser TDP-43 afin de reprogrammer cet événement d’épissage 
alternatif dérégulé. Pour ce faire, nous avons utilisé un oligonucléotide bi-fonctionnel (Fig. 
14) constitué d’une portion ARN antisens s’hybridant à l’ARN pré-messager cible et d ’une 
portion non-hybridante dont la séquence permet le recrutement du régulateur d ’épissage 
TDP-43. La partie complémentaire s ’hybride à la portion région 21-35 nt de l ’intron en aval 
de l’exon 7 tandis que la queue est constituée de dix répétitions du dinucléotide UG, 
permettant le recrutement de TDP-43 (Fig 14). Nous avons observé que TDP-43, lorsque 
recrutée directement en aval d’un site d’épissage 5’, stimule la liaison du snRNP U l à ce 
dernier. Ainsi, nous voulons forcer le recrutement de TDP-43 par cette queue d’ARN 
(UG)io sur le transcrit cible SMN2 près du site d’épissage 5’ bordant l ’exon 7 avec l’espoir 
de provoquer une stimulation de l’utilisation de ce site. Cette stimulation augmenterait la
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définition de l’exon 7, se traduirait par une augmentation de l’inclusion dé cet exon et la 
hausse du niveau de protéine SMN complète.
A
TOSE SMN 2 5’ UGUGUGUGUGIJGUGUGUGUGAGUAAGAUUCACUUU 3’
21 nt 35 nt
Figure 14 : Oligo bi-fonctionnel ciblant le gène SMN 2. A. Séquence de l’oligo d’ARN bi- 
fonctionnel TOSE SMN2. La partie en gras et soulignée constitue la séquence du contrôle 
ASO. B. La portion complémentaire de l’oligo s ’hybride à la région 21-35 nt de l’intron 7.
En transfectant cet oligo d’ARN bifonctionnel nous visons à induire une augmentation de 
l’inclusion de l’exon 7 dans le transcrit mature du gène SMN 2 de cellules neuronales 
sma77. Cette lignée cellulaire de fibroblastes provient d’un patient atteint d’amyotrophie 
spinale et est caractérisée par l’absence du gène SMN1, nous permettant ainsi de visualiser 
l’effet de notre oligo sur la régulation de l’épissage alternatif de SMN2. Nous avons 
effectué en triplicata biologique la transfection dans les cellules sma77 de l’oligo complet 
TOSE SMN 2 (Fig 15A puits 4) et de deux contrôles, soient un contrôle d’ARN 
correspondant à la portion antisens seulement (ASO Fig. 15A puits 3) et un contrôle 
d’agent de transfection (Mock Fig. 15A puits 2). Les pourcentages d ’inclusion normalisés 
sont rapportés pour chacune des transfections (Fig. 15B). Le pourcentage d’inclusion de 
l’exon 7 dans le transcrit mature du gène SMN 2 est d’environ 25% dans les cellules ayant 
été traitées avec l’oligofectamine seulement. La transfection de l’ARN ASO ne provoque 
pas de changement significatif dans le pourcentage d ’inclusion de l’exon 7, suggérant que 
la liaison à cette portion n’influence pas la régulation de l’épissage intrinsèque de cet exon. 
Au contraire, la transfection avec l’oligo complet TOSE SMN 2 provoque une
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augmentation du pourcentage d ’inclusion de l ’exon 7 à 50%, suggérant ainsi que la 
présence de la queue recrutant TDP-43 est essentielle pour la stimulation de l’utilisation du 
site d’épissage 5’.
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Figure 15 : Épissage alternatif in vivo du gène SMN 2 endogène après 24 post-transfection 
du contrôle agents de transfection (puits 2), de l’oligo antisens (puits 3) ou de l’oligo 
bifonctionnel (TOSE SMN 2, puits 4). A. Gel numérisé correspondant' à 
l’électrophorégramme des 2 isoformes de 503 pb et 449 pb dont l ’intensité dès bandes 
correspond à leurs molarités respectives. B. Pourcentage normalisé d ’inclusion de l’exon 
alternatif 7 dans un triplicata biologique pour les puits 2, 3 et 4 visualisés en A.
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4 DISCUSSION
Plusieurs des protéines qui régulent l’épissage alternatif d’un ARN pré-messager le font en 
liant des éléments présents dans ce transcrit (Black, 1995) (Chabot, 1996). TDP-43 est 
connue comme étant l’un de ces régulateurs de l ’épissage alternatif depuis plus d ’une 
décennie (Buratti & Baralle, 2001). Dans ce mémoire nous avons réalisé.une étude afin de 
mieux comprendre les mécanismes moléculaires assurés par TDP-43 dans la régulation de 
cette étape de maturation qu’est l’épissage alternatif. Nous avons montré que la présence 
d’un site d’affinité unique en aval d’un site d ’épissage 5’ promeut l’utilisation de ce dernier 
tant in vitro qu 'in vivo. Dans une situation où des sites d’épissage 5’ sont en compétition, la 
stimulation du site d’épissage 5’ distal est associée à une augmentation de la liaison du 
snRNP Ul à ce site (Fig. 13). De plus, la présence de sites d ’affinité à TDP-43 en aval de 
deux sites d’épissage 5’ provoque une augmentation encore plus marquée de l’utilisation du 
site d’épissage 5’ distal, sans provoquer une augmentation conséquente de la liaison du 
snRNP U l. Nous suggérons que cette augmentation est attribuable au mécanisme de 
looping out qui favorise l’utilisation du site d’épissage 5’ distal en le rapprochant du site 
d’épissage 3’. D’autre part, nous avons démontré que l’utilisation d ’un oligonucléotide 
bifonctionnel possédant la capacité de recruter la protéine TDP-43 à proximité d ’un site 
d’épissage 5’, pouvait reprogrammer l’épissage alternatif du gène SMN2 en stimulant 
l’inclusion d’un exon alternatif.
L’utilisation d’un ARN pré-messager modèle (553, (Nasim et al., 2002)) pour étudier les 
effets de TDP-43 dans un contexte in vitro montre que TDP-43 est impliquée dans la 
reconnaissance du site d’épissage 5’. En effet, la présence d ’un site de liaison en aval du 
site d’épissage 5’ distal provoque une augmentation de l’utilisation de ce site (Fig. 6). 
L’hypothèse la plus simple expliquant cet effet est que TDP-43 stimule la liaison ou 
augmente la stabilité du snRNP U l au site d ’épissage 5’ distal. Une stimulation équivalente 
n’est pas observée lorsqu’un site équivalent est inséré en aval du site d’épissage 5’ 
proximal. Ce résultat peut être expliqué de deux façons. Premièrement, une stimulation
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pourrait être difficilement observable puisque le site proximal est majoritairement utilisé 
dans 90% des cas. Deuxièmement, il est possible que certains sites d’épissage 5’ différents 
aient des réponses différentes à TDP-43.
La présence de sites pour TDP-43 de part et d ’autre du site d ’épissage 5’ proximal 
(553(+/+)) provoque une hausse de l’exclusion encore plus importante de ce site 
comparativement à la présence d’un seul site en amont (553(+/-)) (Fig. 6). Afin d ’expliquer 
cet effet, nous suggérons la contribution d’un autre mécanisme, le looping out, puisque 
nous ne pouvons l’expliquer par les hypothèses énoncées pour les transcrits ne possédant 
qu’un seul site. Ce mécanisme a été initialement proposé dans notre laboratoire (Nasim et 
al., 2002) et il implique que des protéines hnRNPs se liant de part et d ’autre d ’un exon 
alternatif puissent interagir ensemble et induire le repliement de TARN pré-messager, 
formant ainsi une boucle contenant l’exon alternatif. Les raisons moléculaires qui mènent à 
l’exclusion de l ’exon sont encore mal comprises (voir Nasim et al., 2002). Le looping out 
provoque simultanément un rapprochement dans l’espace des sites d ’épissage 5’ distal et 
3 ’, favorisant ainsi leur engagement sans nécessiter une augmentation de la liaison de Ul 
au site d’épissage 5’. Le looping out peut donc expliquer pourquoi un site pour TDP-43 en 
aval du site d’épissage 5’ central, bien que ne provoquant aucun changement lorsque seul, 
peut contribuer à diminuer son utilisation lorsqu’associé à un autre site de liaison pour 
TDP-43.
Afin de valider les modèles proposés, nous avons premièrement vérifié si les profils 
d ’épissage des transcrits 553(+/-) et 553(+/+) étaient dépendants de facteurs trans. L ’ajout 
d’un oligonucléotide d’ADN composé de répétitions (TG) diminue le pourcentage 
d ’exclusion associé à la présence de sites d’affinité à TDP-43 (Fig. 7) suggérant que 
l’oligonucléotide séquestre un facteur requis pour l ’activité des séquences de liaison à 
TDP-43. Par la suite, nous avons montré par l’utilisation de shARN contre TDP-43 que ces 
effets étaient dépendants du niveau nucléaire de TDP-43 (Fig. 9). De plus, l’observation de 
la cinétique d’épissage suggère que les mécanismes de stimulation de l ’exclusion sont
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différents puisque le profil d’apparition de l’isoforme court n’est pas le même pour les 
transcrits 553(+/-) et 553(+/+).
Nous avons ensuite procédé à une étude qui nous a permis de vérifier si le profil de liaison 
du Ul snRNP à nos transcrits était compatible avec les modèles proposés. Pour ce faire, 
nous avons utilisé un essai de protection par snRNP U l, qui consiste à évaluer la liaison du 
snRNP Ul aux sites d’épissage 5’ sur nos différents transcrits dans des extraits nucléaires. 
Les résultats de cet essai de protection suggèrent que la présence d ’un site de liaison pour 
TDP-43 en aval du site d’épissage 5’ distal, 553(+/-), stimule la liaison du snRNP Ul à ce 
site et que cette stimulation est associée à un changement de profil in vitro. La présence de 
deux sites de liaison à TDP-43, 553(+/+), stimule plus faiblement la liaison de U l au site 
d’épissage 5’ distal pour un changement de profil d’épissage in vitro équivalent. Cette 
différence d’occupation du snRNP Ul au site d’épissage 5’ distal pour un changement de 
profil similaire suggère un mécanisme de régulation différent. A notre avis, le modèle 
expliquant le mieux ce résultat observé est celui du looping-out. Comme nous observons 
néanmoins une stimulation de la liaison du snRNP U l au site d ’épissage 5’ pour le transcrit 
553(+/+), nous suggérons que les deux mécanismes (stimulation directe et looping out) 
pourraient être réalisés sur des transcrits 553(+/+) dépendamment de la liaison de TDP-43 
aux deux sites et de la cinétique du looping out.
Les résultats obtenus in vivo avec le transcrit Dup 5.1, peuvent être expliqués en grande 
partie par les modèles proposés par nos études in vitro. Ainsi, la présence d’un site de 
liaison à TDP-43 en amont de l’exon alternatif, (+/-), augmente l’exclusion de cet exon. Cet 
effet pourrait être attribuable à une stimulation directe de la liaison du snRNP U 1 au site 
d’épissage 5’ en amont. Toutefois, cette,hypothèse n ’explique pas le choix d ’utilisation du 
site d’épissage 3’. Ainsi, comme les sites d’épissage 3’ sont de forces équivalentes sur ce 
transcrit, en stimulant le site d’épissage 5’ à l ’extrémité 5’ du transcrit, cela devrait avoir 
pour effet de promouvoir l’engagement avec le site d’épissage 3’ le plus près. Cependant, 
nous observons que c’est le site d’épissage 3’ le plus éloigné qui est utilisé. TDP-43 étant 
reconnu comme un répresseur du site d ’épissage 3’, il est donc possible que son
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recrutement en amont de l’exon alternatif de ce transcrit réprime la reconnaissance du site 
d’épissage 3’ en aval (Fig. 16 A). Cependant, nous pouvons observer pour le transcrit Dup 
5.1 qu’en présence d’un site en aval de l’exon alternatif, (-/+), il y a stimulation de 
l’inclusion de l’exon. Cet effet concorde avec l’hypothèse que TDP-43 stimule l ’utilisation 
du site d’épissage 5’ en amont de son site de liaison (Fig 16 B). La liaison de TDP-43 en 
aval de l’exon alternatif dans ce transcrit ne semble pas influencer la reconnaissance du site 
d’épissage 3’ en aval puisque ce site doit être reconnu pour permettre l’inclusion de l’exon.
Figure 16 : Modèle de régulation de l’épissage alternatif du transcrit Dup 5.1 pàr TDP-43. 
A. La hausse de l ’exclusion engendrée par la présence d’un site d’affinité à TDP-43 en 
amont d’un exon alternatif pourrait être expliquée par une stimulation de la liaison du 
snRNP Ul site d ’épissage 5’ en amont et/ou une répression de la reconnaissance du site 
d’épissage 3’. B. La hausse de l’inclusion engendrée par la présence d ’un site de liaison en 
aval d’un exon alternatif pourrait être attribuable à la stimulation de la liaison du snRNP Ul 
au site d’épissage 5’ en amont. C. La hausse de l’exclusion de l ’exon alternatif en présence 
de sites de part et d ’autre de cet exon pourrait être du à l’implication du mécanisme de 
looping out des protéines TDP-43 recrutées.
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La présence de sites pour TDP-43 de part et d ’autre de l ’exon alternatif, (+/+), stimule 
encore plus fortement l’exclusion de l’exon alternatif. Comme il est impossible d ’expliquer 
un tel résultat en combinant les effets des sites simples, notre proposition du mécanisme du 
looping out semble encore une fois particulièrement appropriée (Fig. 16 C). Le modèle de 
propagation, décrit pour les protéines hnRNPs (Schéma 8 D), pourrait expliquer l’effet 
observé dans le cas du transcrit (+/+). Une propagation de la liaison de TDP-43 de sites de 
haute affinité situés de part et d’autre de l’exon alternatif pourrait masquer les sites 
d’épissage de cet exon et ainsi provoquer son exclusion. Cependant, cette propagation 
devrait se limiter aux séquences situées entre les deux sites d ’affinité.
Une récente étude des gènes régulés par TDP-43 à l ’échelle du génome appuie nos 
résultats. Les auteurs ont démontré que la présence d’un site d ’affinité à TDP-43 situé dans 
les 0-150 nt en aval d’un exon alternatif est associée à l ’inclusion de cet exon (Tollervey et 
al., 2011). Cet effet peut être expliqué par nos résultats in vitro suggérant que TDP-43 
stimule la liaison du snRNP U1 au site d ’épissage 5’ en amont. Les auteurs ont démontré 
une forte association entre la présence d’un site d’affinité à TDP-43 situé dans les 0-150 nt 
en amont d’un exon alternatif et l ’exclusion de cet exon. Dans le contexte du génome 
humain, un tel site est situé suffisamment loin d’un site 5’ en amont pour qu’il soit peu 
probable que TDP-43 stimule ce dernier. Ainsi, l ’effet observé serait attribuable à la 
répression du site d’épissage 3’, se traduisant par l ’exclusion de l’exon. Toutefois, dans 
notre système d ’étude Dup 5.1, les introns étant de tailles inférieures à 150 nt, TDP-43 se 
retrouve dans une région où il est possible de moduler tant le site d’épissage 5’ que 3’.
De plus, ce mécanisme de looping out permettrait d ’expliquer la différence de réactivité des 
transcrits (+/-) et (+/+) à la déplétion partielle de TDP-43 (Fig. 4). En effet, une baisse du 
niveau de TDP-43 affecte le transcrit (+/-) beaucoup plus que le transcrit (+/+). 
L ’interaction de TDP-43 aux deux sites, si elle mène à une interaction entre deux protéines 
TDP-43, pourrait augmenter l’affinité globale de TDP-43 au transcrit grâce à des 
interactions additionnelles tel que montré à la figure 17 pour hnRNP A l. La liaison de
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hnRNP Al via le REMI à.chacun de sites sera stimulée par la portion RRM2 de chaque 
protéine qui interagira avec une séquence voisine du site de haute affinité liée par l ’autre 
protéine, formant ainsi un complexe très stable avec des sites de liaison se retrouvant en 
orientation antiparallèle. Cette plus grande stabilité de liaison, si elle s ’applique à TDP-43, 
rendrait le transcrit (+/+) moins sensible à une déplétion partielle de TDP-43.
Figure 17: Structure d’une boucle d’ARN formée par l’interaction des protéines hnRNP Al 
liées à un pré-ARN messager. Le.RRMl (en vert) permet la liaison à TARN et alors que le 
RRM2 (en jaune) permet de stabiliser l’interaction protéine-protéine. Tiré de (Ding et a l, 
1999).
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4.1 L’utilisation d’un oligo bifonctionnel permet de reprogrammer 
l’épissage alternatif de SMN2
Nos études in vitro nous ont permis de comprendre le rôle positif de TDP-43 dans la 
reconnaissance du site d’épissage 5’ lorsque la liaison est en aval de celui-ci. Cet effet à 
aussi été observé dans un contexte in vivo et concorde avec une étude à l ’échelle du génome 
montrant que la liaison de TDP-43 dans la région 0-150 en aval d’un exon alternatif stimule 
l’utilisation de ce site. Nous avons donc voulu utiliser cette caractéristique de régulation de 
TDP-43 afin de tenter de reprogrammer un événement d ’épissage alternatif. Des études 
précédentes (Villemaire et al., 2003) avaient montré l ’efficacité de certains oligonucléotides 
bifonctionnels possédant une région antisens conférant la spécificité de liaison ainsi qu’une 
portion non-hybridante permettant le recrutement de facteurs trans. Ces oligos ont été 
produits dans le but de réprimer l’utilisation du site d’épissage 5’. Nous avons ici voulu 
positionner un oligonucléotide bifonctionnel dans la région intronique 0-150 nt en aval 
d’un site d ’épissage 5’ afin de promouvoir l’utilisation de ce site et forcer l’inclusion de 
l’exon alternatif grâce au recrutement de TDP-43. Ainsi, nous avons ciblé l ’exon 7 du gène 
SMN2 en utilisant un oligo complémentaire à l ’intron en aval et portant une queue 
permettant de recruter TDP-43. Afin de confirmer le rôle de TDP-43, un essai de 
reprogrammation en condition de déplétion de TDP-43 devrait être réalisé. De plus, afin de 
contrôler que T oligonucléotide lie le transcrit SMN2 et que l’effet observé n’est pas dû à 
une séquestration de TDP-43, un essai de transfection de la portion d ’ARN recrutant TDP- 
43 devrait aussi être effectué. D ’autre part, la hausse de l’inclusion devrait théoriquement 
aboutir à une augmentation de la protéine SMN complète, incluant l ’exon 7, ce qui devra 
être confirmé par immunobuvardage.
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5 CONCLUSION
Les études biochimiques de TDP-43 suggèrent son implication dans plusieurs aspects du 
cycle cellulaire, particulièrement au niveau du métabolisme de l’ARN. L’importance de 
TDP-43 a été démontrée dans plusieurs essais d’abolition d’expression de TDP-43 dans des 
animaux transgéniques. Cette délétion cause la mort de l’embryon ou encore de sévères 
problèmes locomoteurs ou neurotoxiques (Buratti & Baralle, 2012). Ainsi, il est 
compréhensible que des altérations fonctionnelles de cette protéine engendrent des 
dysfonctionnements cellulaires, telle une dérégulation de T épissage alternatif, qui sont 
associés à certaines maladies dont les neuropathologies. Des études moléculaires visant à 
mieux comprendre la régulation de l’épissage alternatif par TDP-43 sont essentielles afin 
de mieux comprendre le rôle de cette protéine dans ces maladies.
Nous avons déterminé que TDP-43 joue un rôle positif sur la reconnaissance du site 
d’épissage 5’. Ce rôle enhancer est attribuable à une stimulation de la liaison du snRNP U1 
à ce site lorsque TDP-43 est recruté à proximité. De plus, nous suggérons que, lorsque 
plusieurs sites de liaison pour TDP-43 existent sur un pré-ARNm, les protéines s ’y liant 
peuvent interagir et agir comme hnRNP A l (Nasim et al., 2002) via un mécanisme de 
looping out en permettant de rapprocher des sites distants, stimulant ainsi leur engagement 
sans qu’il y ait une stimulation associée de la liaison de U l.
Nous avons également montré que le recrutement de TDP-43 via un oligo bifonctionnel à 
la région intronique 0-150 nt en aval de l’exon 7 du gène SMN2 stimule l’inclusion de cet 
exon. Ce résultat suggère que cet oligonucléotide a le potentiel de devenir un nouvel outil 
fonctionnel de correction d’exclusion d ’exon associé à certaines maladies telle 
l’amyotrophie spinale (SMA).
Bien que les récentes études cliniques portant sur les neuropathologies associées à TDP-43 
ainsi que les études à l’échelle du génome des gènes cibles de TDP-43 représentent 
d’importantes percées pour la compréhension des maladies associées à TDP-43 nos 
connaissances des mécanismes moléculaires de TDP-43 demeurent encore très limitées.
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